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C’est peu aprés la libération de Lille, au moment ow notre 
Région du Nord secouait, pour la deuxiéme fois en vingt-six ans, 
le joug de l’oppression ennemie, que Louis Marmier s’est éteint, 
presque subitement, 4 1]’Institut Pasteur de Lille, dont il assumait 
ja direction depuis dix-huit années. 

Né a Lons-le-Saunier, le 19 juin 1865, dans ce Jura qui donna 

Pasteur a la France, Louis Marmier, l’un des derniers collabora- 
teurs directs du Maitre, est mort dans la ville ot Pasteur vécut 
Vune des périodes les plus fécondes de sa glorieuse existence, et 
— coincidence émouvante — le jour méme de ]’anniversaire de sa 
mort, le 28 septembre. 
. Ancien éléve de l’Ecole Normale Supérieure, L. Marmier s’étail 
orienté trés vite vers la Biologie. Préparateur de Marey au Collége 
de France, puis Boursier de la Seine a l'Institut Pasteur de Paris, 
il devint bientét le préparateur adjoint d’E. Roux, qui décida de 
sa carriére scientifique, et auquel il voua, toute sa vie, une pro- 
fonde vénération. 

C’est dans son Laboratoire qu’il effectua, en 1895, ses belles 
recherches sur la toxine charbonneuse, exposées dans sa Thése 
de Doctorat és sciences, et dans un important mémoire paru en 
juillet 1895, dans ces Annales : Marmier met au point un milieu 
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peptoné glycériné qui lui permet d’extraire, aprés culture a basse 
température, une toxine spécifique. Celle-ci détermine, chez les 
animaux sensibles au charbon, des accidents analogues a ceux 
que provoque la bactéridie charbonneuse, tandis que les animaux 
réfractaires et les lapins immunisés lui demeurent insensibles. I! 
établit la possibilité d’immuniser contre le charbon par |’injection 
de doses convenables et graduées de toxine. Enfin, il démontre que 
la toxine charbonneuse est une endotoxine, qui ne diffuse en dehors 
des corps microbiens que dans certaines conditions particulieres. 

L’année suivante, Marmier, que sa formation de normalien orien- 
fait surtout vers la Physique, consacre sa Thése de Doctorat en 
médecine A \’étude de V’action des courants électriques sur les 
toxines. Ses recherches sont exposées dans un mémoire paru dans 
les Annales en aott 1896. I] y établit que les courants continus ou 
alternatifs de basse fréquence ne détruisent pas les toxines et les 
venins par leur action propre, mais par les modifications chimiques 
qu’entraine |’électrolyse. Contrairement 4 l’opinion de D’Arsonval, 
il démontre que les courants de haute fréquence n’exercent aucune 
action atténuatrice sur les toxines diphtérique et tétanique, ni sur 
les venins de serpents. 

En collaboration avec Abraham, il étudie, dés 1895, un procédé 
de stérilisation des eaux. potables par l’ozone. La technique qu’il 
préconise, reconnue officiellement d’une remarquable efficaciteé. 
est ultérieurement appliquée dans l’industrie. 

Appelé a Lille, en 1898, par Albert Calmette, qui vient d’y fonder 
une filiale de ]’Institut Pasteur et qui désire faire bénéficier l’in- 
dustrie du Nord des découvertes pastoriennes, il entreprend |’ étude 
bactériologique du rouissage du lin. 

I] démontre bient6t que cette opération, provoquée habituelle- 
ment par des microbes anaérobies, peut étre réalisée, en milieu 
stérile, par l’action d’un germe aérobie qu'il a isolé des eaux de 
la Lys. I] expose ses recherches au Comité Linier du Nord de la 
France, et adapte, ultérieurement, ce procédé au rouissage stérile 
du chanvre. 

Mais Marmier demeure, avant tout, un physicien plus qu’un 
bactériologiste, et son aclivité scientifique s’oriente tout naturelle- 
ment vers l’application pratique des techniques physico-chimiques 
i la Biologie. 

C’est ainsi qu'il s’attache 4 mettre au point des procédés de 
chauffage électrique des étuves, un appareil pour la dessiccation ou 
la concentration des liquides a basse température, un autre pour 
l’épuration de ]’eau d’alimentation des chaudiéres, un four Pasteur 
automatique, un catalyseur pour la production d’acide azotique par 
oxydation de l’ammoniac, un procédé pour le désulfitage des 
motuls, 

Enfin, en décembre 1935, il publie dans les Annales, en colla- 
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boration avee V. Grysez, un important travail sur un procédé de 
purification des Bactériophages par électrophorése, qui permet 
Wobtenir aseptiquement un phage purifié, en suspension dans de 
eau physiologique, et susceptible d’étre injecté, chez homme, 
par voie intraveineuse, & titre thérapeutique. 

Nommé sous directeur de l'Institut Pasteur de Lille en 1901, 
puis directeur-adjoint au départ de Calmette pour Paris, en 1919, 
il devint officiellement directeur en 1926. 

A. Calmette avait fait de l'Institut de Lille un foyer de rayonne- 
ment scientifique dont la renommée était mondiale. Lui succéder 
était un périlleux honneur. L. Marmier s’employa jusqu’a sa mort 
4 maintenir vivante, dans la grande ville qui fut le berceau du 
génie de Pasteur, la flamme qu’y avait allumée son illustre prédé- 
cesseur. 

D’une modestie qui dissimulait mal une culture profonde tou- 
jours tenue en éveil, d’un abord froid et réservé qui cachait une 
grande bonté, d’un désintéressement et d’une valeur morale qui 
Vapparentaient si étroitement a son Maitre E. Roux, il a partagé, 
jusqu’a son dernier jour, toute son activilé entre ses recherches 
de Physique dans un Laboratoire doté d’une instrumentation hors 
de pair, et la Direction de |’Institut ot il a, pendant tant d’années, 
donné toute la mesure de ses belles qualités d’administrateur. 

Il a eu la satisfaction de remplir, jusqu’a son dernier jour, sa 
tache, selon la plus pure tradition pastorienne. Ardent patriote, 
il a eu le bonheur, avant de disparaitre, de voir se lever Paube de 
la victoire, 

Ch. Grernez-Rreux. 


JEAN TROISIER 
(1881-1945) 


Une conception lucide et pondérée des buts a atteindre, |’auto- 
rité vraie — celle qui est fondée sur des acquisitions certaines — 
la circonspection dans l’interprétation, dans ]’observation et dans 
le contréle de l’hypothése de travail, la rigueur dans Ja technique 
et dans la méthode, l’honnéteté dans la conclusion et dans l’exposé 
des résultats, la courtoisie et la bienveillance dans les relations, 
telles sont les qualités élevées et répondant bien aux traditions de 
notre institution qui rayonnaient de Jean Troisier, dans son labo- 
ratoire de |’Institut Pasteur. 

De ce laboratoire, de modestes proportions, mais parfaitement 
équipé et bénéficiant d’un matériel précieux et abondant d’Anthro- 
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poides et de Primates, sont issus des travaux marquants dans le 
domaine des maladies infectieuses et parasitaires ainsi que dans 
celui de la pathologie expérimentale et comparée. 

Il ne nous appartient pas ici de retracer la biographie de Jean 
Troisier ; ses collégues de la Faculté de Médecine et des Hépitaux 
de Paris l’ont affectueusement relatée, qu’il nous suffise de dire, 
pour le comprendre mieux, que son ascendance le rattachait a de 
vieilles familles ardennaises et champenoises et qu’il était le fils 
d’un clinicien éminent dont l’ceuvre médicale est demeurée clas- 
sique. 

Troisier tenait de son hérédité les qualités de persévérance, de 
mesure, de prudence et d’équité qui sont fonciéres dans nos mar- 
ches de |’Est ; il y joignait un désintéressement qui lui fit négli- 
ger des honneurs recherchés, mais qu’il jugeait mineurs, pour se 
consacrer aux ceuvres et aux activités essentielles, qui le condui- 
sirent elfectivement aux honneurs essentiels que reconnaissent et 
qu’accordent les pairs. 

L’initiation de Troisier aux disciplines pastoriennes remonte & 
l’époque ou, interne des hépitaux, il suivit l’enseignement merveil- 
leux et dense de Monsieur Rouz ; elle se compléta par la connais- 
-sance qu’il prit de ’immunologie avec J. Bordet et Ed. Widal, et 
par l’influence de Charles Nicolle qui lui révéla les maladies inap- 
parentes. 

Chef de laboratoire a la Faculté de Médecine en 1911, médecin 
des hépitaux en 1921, chef de laboratoire a ]’Institut Pasteur en 
1926, agrégé de médecine expérimentale en 1932, professeur de 
clinique de la tuberculose en 1938, chef de service a |’Institut 
Pasteur en 1939, Membre de |’Académie de Médecine en 1942, le 
cycle de la carriére de Troisier le conduisit au premier rang, non 
par la voie de ]’intrigue et de la faveur, mais par la considération 
qui s ’atlacha 4 ses travaux et au plein accomplissement de sa mis- 
sion didactique et médico-sociale. 

La simplicité supérieure qui émanait de la personnalité et du 
caractére de Jean Troisier se retrouvait dans son laboratoire et 
dans son comportement dans le domaine de la recherche scienti- 
fique ; elle est inscrite dans ses travaux. 

Au laboratoire, il savait accepter avec patience l’obligation des 
taches techniques et des routines qui sont la trame indispensable 
sur laquelle se tisse la découverte, mais i] consacrait une part im- 
portante de son temps a l’exposé et 4 la discussion des protocoles 
d’expérience et des résultats. Les échanges de vues, il ne les ad- 
mettait cependant que dans la concision et ]’objectivité ; son regard 
el sa mimique, sobre mais nuancée, savaient arréter une logorrhée 
inopportune, une satisfaction A s’écouter ou une argumentation 
de pure préséance. 

Devant les fails nouveaux qui sont la récompense du labeur 
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patient des hommes de laboratoire, il savait s’émouvoir en des 
enthousiasmes juvéniles qui s’expriment parfois avec une verdeur, 
mais aussi avec un tact francais, et tranchent par le séricux de 
leur objet sur l’austérité du lieu ot ils jaillissent. 

Troisier arrivait au laboratoire avec une ponctualité qui décelail. 
tout Pintérét qu’il portait A ses recherches, en dépit d’une vie 
professionnelle encombrée. Pendant les années blessantes de 1’oc- 
cupation allemande, alors que le corps médical se vit privé de ses 
moyens de transport, le Professeur Jean Troisier venait au labo- 
ratoire, « comme tout le monde » a pied ou en « métro », portant 
son matériel d’étude et ses vivres dans un gros sac de montagne 
fixé a son dos, avec la méme simplicité que sil avait transporté 
son « lunch » et ses crampons, en quittant son chalet savoyard de 
la Cristaz pour faire une ascension. Ce simple geste et ce fardeau 
se reliaient aux mille moyens de fortune, nés de la nécessité, de 
Vingéniosité et de la volonté francaise de résistance qu’utilisa le 
pays pour maintenir sa vie culturelle, économique et nationale, 
malgré l’oppression germanique, et dans l’attente de la victoire ; 
en cela, ils avaient un sens profond. C’était ’époque ot |’ Institut 
Pasteur, lui-méme, privé de son matériel automobile, avait armé 
un break d’acajou verni du « temps des équipages » et une « arai- 
gnée » gui, attelés soit 4 un percheron massif, soit 4 un cheval 
réformé de spahis, et sous Ja conduite du chef piqueur, Yves 
Le Talec, infatigable, dévoué, et, a juste titre, intransigeant sur les 
consignes, assuraient dans Paris certains mouvements de maté- 
riel nécessaire a la recherche, aux malades ou a la « résistance ». 
L’activité féconde du laboratoire de la Singerie de |’Institut Pas- 
teur ne saurait étre retracée sans évoquer la Princesse Marie de 
Gréce, qui en fut Ja donatrice et qui y revétit la blouse de la 
recherche, M. Bariéty, M"® Sifferlen, Pierre Gaudin, le « dompteur 
des chimpanzés » dont Vesprit d’observation peut étre cité en 
exemple. Sous l’impulsion de Jean Troisier, de ses collaborateurs 
de Ja clinique de la Tuberculose, et du groupe des Services de 
Parasitologie de l'Institut Pasteur, une tradition de recherches 
spécialement orientées s’est créée la; elle ne saurait étre mieux 
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maintenue que par ceux qui prirent part 4 sa formation. 
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Les recherches initiales de Troisier 4 |’Institut Pasteur concer- 
naient la tuberculose expérimentale du chimpanzé ; il montra alors, 
en particulier, qu’en injectant une culture de BCG, par la voie 
veineuse, on reproduit le type fébrile de la typho-bacillose. Dans 
le laboratoire de Ja Singerie, Troisier mit au point avec Costa 
et Boquien, ses travaux sur la spirochétose ictérigéne ; il isola dans 
le cadre des spirochétoses, la spirochétose méningée et montra 
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V’origine hydrique de la maladie ; dans le méme domaine, il sépara _ 
la spirochétose fébrile pure et décrivit, avec E. Lesné et M. Bénard, 
la spirochétose a S. haemophilus. 

Les travaux entrepris par Troisier, Bariéty et Brouet dans le 
domaine des pneumococcies ont aussi leur origine a 1’Institut 
Pasteur ; ils reproduisirent la pneumonie expérimentale chez la 
souris par inoculation du diplocoque dans les fosses nasales, sous 
narcose, et ils instituérent le diagnostic rapide des infections pneu- 
mococciques et des races de pneumocoques par l’épreuve du gon- 
flement de la capsule des germes au contact de l’anticorps corres- 
pondant. 

Il en est de méme quant a l’origine des travaux de Troisicr 
relatifs A la fiévre exanthématique méditerranéenne chez le singe 
et chez le cobaye, de ceux concernant la greffe du cancer humain 
chez le chimpanzé, la transmission au singe de la néphrite tubé- 
reuse, les groupes sanguins chez le chimpanzé, la sarcomatose et 
la leucose des gallinacés et Videntité de leurs virus. 

Un département aussi spécialisé que la parasitologie attira la 
curlosité de Troisier par les voies de la pathologie comparée et 
des rencontres anatomo-pathologiques. II collabora avec le Groupe 
des Services de Parasitologie de l'Institut Pasteur ; avec R. Des- 
chiens, J. Limousin et M. Delorme, il identifia un nouveau Pro- 
liste du sang du chimpanzé Sergentella anthropopitheci et une 
infestation du foie des Primates par un nématode du genre 
Hepaticola, puis i] étudia les migrations transviscérales de l’oxyure 
du chimpanzé. 

C’est par un travail sur la tuberculose expérimentale du singe 
que Troisier inaugura sa contribution pastorienne, et c’est encore 
a des recherches sur la tuberculose que seront consacrés, dans 
notre institution scientifique, ses derniers travaux : il réalise, en 
injectant, sous narcose, dans les fosses nasales du chimpanzé des 
bacilles de Koch virulents, une primo-infection avec réaction 
ganglio-pulmonaire comparable 4 celle de l'enfant; il entreprend 
de résoudre le probléme de Vhérédité tuberculeuse avec des 
méthodes génétiques, telles que l’étude des groupes sanguins, la 
pigmentation de iris et la biométrie cranio-faciale ; enfin, ses 
études sur Vallergie tuberculinique par l’épreuve de Baldwin- 
Gardner-Willis, la vaccination anti-tuberculeuse par la voie aéro- 
géne, réalisée avec notre collégue Bretey et M"° Sifferlen, la pré- 
munition des étudiants en médecine par le BCG, montrent que 


le champ de son activité scientifique et médico-sociale s’étendait 
inlassablement. 
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Les récréations philosophiques, casuisltiques ou trop souvent 
anecdotiques que l’on s’accorde au laboratoire peuvent, bien 
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orientées, acquérir un caractére spéculatif élevé. Il en était ainsi 
au laboratoire de Troisier ot les échanges de vues avaient une 
densité et une spiritualité qui témoignaient de ’humanisme de 
Uhdte. Je garde le souvenir d’une discussion sereine et souvent 
reprise sur les définitions de l’égalité données par les Sages de 
la Gréce et, particuli¢rement, de celle d’Aristote dans « La Poli- 
tique » : « L’essence de ]’égalité consiste a traiter de facon inégale 
des choses inégales ». Notre collégue, notre ami, en sentit si bien 
la plénitude et la profondeur qu’elle était présente a son esprit 
au moment solennel de sa belle legon inaugurale de 1938 ov il la 
cita avec pertinence ; plusieurs d’entre nous ont pu déceler dans 
ce signe de reconnaissance le souvenir délicat qu’il gardait de nos 
discussions en commun. 

La mémoire de Jean Troisier sera conservée A |’ Institut Pasteur. 

R. Descntens. 


EUGENE WOLLMAN 


Le 10 décembre 1943, a la fin de l’aprés-midi, en dépit des 
courageuses protestations de notre Direction, Eugéne Wollman 
était arrété dans sa chambre de |’hépital Pasteur. II retrouvail 
au camp de Drancy M™® Wollman, détenue depuis une semaine. 
Huit jours aprés, tous deux étaient dirigés sur Auschwitz. Nul 
depuis n’a jamais eu de leurs nouvelles. Ainsi disparut, pastorien 
depuis trente-trois années, un « honnéte homme » qui s’étail 
imposé a l’attention du monde scientifique par la vivacité de son 
intelligence, l’originalité de ses conceptions, l’étendue de ses 
connaissances, la force de son caractére. 

Elisabeth Wollman, qui fut sa collaboratrice de tant d’années 
d’efforts, et dont la douce présence, au laboratoire comme au 
foyer, modérait sa nature parfois impulsive, partagea le sort 
tragique de son mari. 

Eugéne Wollman est né a Minsk (Russie Blanche) le 1° mai 
1883. Vers dix-huit ans, iJ suit 4 Liége les cours de 1’Ecole 
d’ingénieurs, en méme temps qu’il entreprend ses études de 
médecine et de sciences. Puis il devient successivement ]’éléve 
de Frédérick (physiologie) et de Van Bénéden (zoologie). Ce 
dernier Venvoie, en 1910, a I’Institut Pasteur de Paris, ot 
Metchnikoff le prend comme préparateur. Entre-temps, il s’est 
marié avec une amie d’enfance, retrouvée 4 Liége. Dés le début 
de la guerre de 1914-1918, il s’engage comme médecin de régi- 
ment. Aprés la guerre, il revient 4 |’Institut Pasteur et il obtient 
la naturalisation francaise en 1922. 
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De 1929 a 1932, il accepte, 4 la demande de M. Roux et 86 ; 


M. Calmette, de diriger l'Institut Sanitas de Santiago du Chili. 

Rentré a Paris, il tombe trés gravement malade. Aprés une 
longue convalescence, i] se remet courageusement au travail. Son 
laboratoire est trés fréquenté ; nombreux sont ses jeunes collégues 
a l’Institut Pasteur qui sollicitent ses conseils, ses critiques, son 
avis sur leurs travaux. I] aime visiblement a dispenser les uns et 
les autres; il est clairvoyant, désintéressé, généreux. 

A la mort d’A. Besredka, en 1940, il voit enfin se réaliser son 
réve : créer a l'Institut Pasteur un Service consacré au Bacté- 
riophage. Hélas, la lourde atmosphére de l’occupation et les 
craintes perpétuelles qu’elle lui fait éprouver pour lui et les siens 
devaient lui 6ter toute la joie qu’un tel couronnement de sa 
carriére aurait dd lui donner. 


L’ceuvre de Wollman peut se décomposer en deux parties. La 
premiére, en apparence assez dispersée, refléte les tendances 
diverses des maitres qui contribuérent a sa formation. scientifique. 
A la suite de Metchnikoff, il entreprend des travaux sur l’intoxi- 
cation intestinale, sur la production d’indol par le B. coli, lorsque 
celui-ci est associé a des germes ou A des principes protéolytiques, 
d’ot il tire une méthode quantitative de la protéolyse et de 
titrage du tryptophane formé par celle-ci ; sur la _ phago- 
cytose : il obtient, par la sélection des germes les plus phago- 
cytables, processus inverse A celui de ]’exaltation des virus, des 
souches extrémement sensibles a la phagocytose. L’influence de 
J. Bordet se devine dans ses recherches immunologiques sur 
Yinfection charbonneuse, sur |’immunité des animaux 4a. sang 
froid, sur les propriétés antigéniques des virus invisibles. Ses 


années au laboratoire de Van Bénéden devaient lui laisser toute - 


sa vie le gout des travaux de zoologie et de biologie générale : il 
réalise l’un des premiers les difficiles élevages aseptiques d’ani- 
maux. I] confirme ainsi que Ja vie sans microbes est possible 
et entrevoit l’intérét de ces élevages aseptiques pour l’étude de 
problémes de physiologie (vitamines), de pathologie infectieuse. 
C’est encore parce que son séjour auprés de Van Bénéden avait 
éveillé en lui une vive curiosité pour les problémes d’embryologie 
qu’il peut donner des conclusions phylogéniques A son étude sur 
les propriétés antigéniques du cristallin chez les représentants de 
différentes classes animales. 

Mais c’est dans la deuxiéme partie de son ceuvre, comprenant 
toutes ses recherches sur le bactériophage, qu’il donne la mesure 
de ses éminentes qualités. En vingt ans, il contribue _puissamment 
a augmenter nos connaissances sur ce curieux principe. L’un des 
premiers, il opére J’ultra-filtration des bactériophages et constate 
que certains passent a travers une membrane de collodion d’une 
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porosité donnée, tandis que d’autres sont retenus. Il établit qu’il 
existe entre ‘es diverses sortes de phages d’importantes diffé- 
rences de taille. Il étudie la sensibilité des phages a différents 
agents physiques, chimiques et biologiques : chaleur, rayons X, 
anliseptiques, trypsine, acides, sérums antiphages, etc. La encore, 
il observe souvent de grandes différences dans le comportement 
des divers phages. Il a l’idée féconde d’établir une relation entre 
leur degré de sensibilité a certains de ces agents et la taille des 
corpuscules, fournissant ainsi les données numériques qui per- 
mettent de déterminer facilement les dimensions relatives de bacté- 
riophages nouveaux. 

De nombreux travaux sur lesquels il n’est pas possible de 
s’étendre ont trait aux propriétés antigéniques des phages, aux 
modifications apportées aux bactéries sous l’effet du bactério- 
phage, aux souches lysogénes, a la bactériophagie spontanée. 

Il attire attention sur les différentes « phases » des facteurs 
lysogénes, la phase corpusculaire (phage mur, actif) et la phase 
latente dans laquelle le bactériophage « inscrit dans la trame » 
de la bactérie (J. Bordet) n’est pas décelable, mais garde la pro- 
priété de réapparaitre sous la forme active au moment de la 
prochaine division bactérienne. 

I] découvre la « lyse secondaire » des germes résistant au 
bactériophage : un staphylocoque naturellement résistant 4 un 
bactériophage staphylococcique, ou bien rendu expérimentalement 
résistant, est lysé secondairement lorsqu’on ajoute au mélange 
staphylocoque résistant + bactériophage, un staphylocoque sen- 
sible. Les autolysines, mises en liberté par la lyse bactério- 
phagique du germe sensible, agissent alors sur le germe 
phago-résistant et le dissolvent. Cette lyse secondaire, dont la 
connaissance a permis d’expliquer de nombreux faits jusque-la 
incompréhensibles, a été retrouvée ensuite par lui dans de nom- 
breux cas d’autolyse bactérienne sous l’influence d’agents divers : 
atmosphére confinée, bile, antiseptiques dilués, etc. 

Le nom d’Eugéne Wollman demeurera surtout altaché a sa 
conception particuliérement féconde de la nature du_bactério- 
phage. Dés 1920, en effet, il attirait ]’attention sur Vanalogie de 


Vhypothése de Ja variation nutritive héréditaire et contagieuse, 


proposée par J. Bordet et Ciuca pour expliquer la bactériophagie, 
avec V’hypothése de la pangénése a l’aide de laquelle Darwin 


‘expliquait la transmission héréditaire des caractéres acquis. Sa 


forte formation biologique, son esprit toujours curieux des acqui- 
sitions nouvelles de la science, Vavaient amené a opérer ce 
rapprochement sans avoir encore tenté la moindre expérience sur 
le phénoméne nouveau décrit par d’Heérelle. 

« Dans la théorie des facteurs héréditaires, a-t-il écrit, ]a bacté- 
riophagie nous apparait comme un phénoméne a deux temps. 


eye 
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Le premicr temps consiste en une variation (mutation) bacté- 
rienne, liée 4 Vapparition de facteurs héréditaires remarquable- 
ment stables. Du fait méme de cette stabilité, ils peuvent étre 
transmis non seulement de cellule-mére a cellules-filles (hére- 
dité normale), mais aussi, par le milieu extérieur, de cellule 
modifiée 4 cellule normale (hérédité par contagion ou parahéré- 
dité (Wollman). Dans les deux cas, la présence du facteur nouveau 
se traduit le plus souvent par une perturbation consistant dans 
la surproduction ou |’activation des autolysines normales. Ce sont 
ces autolysines qui déterminent le second temps de la bactério- 
phagie, celui de la lyse proprement dite. » 

Cette conceplion expliquerait également certains transferts de 
earactére par Je milieu extérieur (para-agglutination, thermo- 
agglutination transmise d’une espéce bactérienne 4 une autre, 
agglutination par sérum scarlatineux conférée 4 d’autres strep- 
locoques que celui de la scarlatine par cullure de ces bactéries 
dans les filtrats d’exsudats scarlatineux). Elle est susceptible de 
s’appliquer 4 d’autres processus (mosaiques des plantes, tumeurs 
inoculables par filtrats, tel le sarcome de Roux, etc.) et, dune 
facon générale, aux ultra-virus. Aujourd’hui, la théorie de la 
parahérédité, pour ces principes, est admise par de nombreux 
auteurs. 

Telle demeure l’ceuvre d’Eugéne Wollman. l'une des plus 
diverses, l’une des plus originales que l'Institut Pasteur vit jour 
aprés jour se construire. Tel fut homme qu’un atroce destin 
vint interrompre en plein travail. Des siécles sans pitié, revient 
4 notre mémoire la plainte sereine et fiére — qu'il edt pu faire 
sienne — d’un autre persécuté de ]’intolérance, lui aussi victime 
dun crime contre Vhumanité aggravé d’un crime contre J’intel- 
ligence 


Ung homme est-il si tost faict et instruict, 
Si tost muny de science et vertu, 

Pour estre ainsi qu’une paille ou festu 
Anihilé ? Faict-on si peu de compte 

D’ung noble esprit qui mainct aultre surmonte? (1). 


Pierre NicoLie. 


(1) Etienne Doter, supplicié & Paris en 1546. 


~ 


RENE SARCIRON 859 


RENE SARCIRON 
(1906-1946) 


La mort de René Sarciron prive le Service des Recherches 
immunologiques de |’Institut Pasteur d’un de ses meilleurs tra- 
vailleurs scientifiques, et elle enléve 4 Vaffection des pastoriens 
un collégue estimé et aimé de tous. 

René Sarciron eut une vie difficile. Appartenant a une famille 
de situation trés modeste, bientét orphelin de mére, il n’en par- 
Vint pas moins, par son intelligence et par son travail, a brillam- 
ment forcer, au concours, les portes de l’Ecole de Physique et 
de Chimie de la Ville de Paris (1922). Il sortit de Ecole, en 1925, 
Ingenieur et Licencié és sciences, pour se diriger vers l'industrie 
es matiéres colorantes. Mais il était de santé délicate et dut 
interrompre son travail au bout de quelques années pour faire 
un séjour en montagne, puis finalement fuir de facon définitive 
latmosphéere malsaine des laboratoires industriels de synthése 
organique. C’est alors, en 1938, qu’il entra 4 l'Institut Pasteur, 
comme assistant au Service des Recherches immunologiques de 
annexe de Garches. 

Son intelligence, sa vaste culture, fruit de lectures trés 
étendues, et ses solides connaissances chimiques le firent associer 
aussitot aux travaux effectués dans le Service sur les antigénes 
et les toxines des bactéries (en collaboration avec Boivin et 
M*° Lehoult) ; sur les nucléoprotéides des microorganismes (en 
collaboration avec Vendrely), sur les phagocytes et la phago- 
eytose (en collaboration avec Delaunay), etc. I] mit en chantier 
une thése de Doctorat és sciences sur les nucléoprotéides des 
levures et des bactéries, en vue de laquelle il commenca a amasser 
des matériaux expérimentaux intéressants. Seul ou en collabora- 
tion, il signa une vingtaine de publications. Pendant la guerre, 
lorsque Je manque de matériel se fit lourdement sentir, il se rendit 
d’une, grande utilité aux services pratiques de lannexe de 
Garches, par ses qualités de « bricoleur » d’une ingéniosité tou- 
jours frappée au coin du bon sens et constamment servie par une 
surprenante adresse manuelle. 

Mais les mauvaises conditions de vie résultant de la guerre et 
de V occupation eurent le plus déplorable effet sur sa santé déja 
précaire. Longtemps, il lutta, gardant un excellent moral et ne 
voulant rien réduire de son activité. Pourtant, il devait succomber 
et, au printemps 1946, il s’éteignit 4 ’hdpital Pasteur, aprés une 
terrible agonie. 
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Sarciron laisse a tous ceux qui l’ont connu le souvenir d’un 
homme au grand coeur et au noble idéal. : 

Le destin cruel qui le frappa s’acharna également sur sa digne 
compagne. M™® Sarciron, qui avait été pendant plusieurs années 
secrélaire-comptable a |’Institut Pasteur de Garches, ne devait 
survivre que de quelques mois a celui qu’elle chérissait et qui 


le lui rendait bien. Elle vient de s’éteindre 4 son tour, tuée autant — 


par le chagrin que par la maladie. 


Tous les pastoriens qui ont connu René Sarciron et M™° Sar- 


ciron garderont d’eux Je souvenir ému qui est di aux gens de 
coeur et de devoir. 


André Boivin. 


SERGE METALNIKOV (!) 


(1870-1946) 


Le professeur Serge Métalnikov s’est éleint pendant les 
vacances. Beaucoup d’entre nous étant alors absents de Paris 
ont eu le regret de ne pas pouvoir rendre un dernier hommage 
a ce collégue qui ne comptait que des amis a |’Institut Pasteur 
ot il a été chef de laboratoire, puis chef de service. 

Une grande partie de la vie de Métalnikov s'est, en effet, écoulée 
dans notre maison ou il était venu faire un stage dans le labora- 
toire de Metchnikoff pendant Jes années 1901 et 1902 aprés avoir 
travaillé 4 Heidelberg chez Biitchli et & Naples chez Dorn. I) 
avait été nommé en 1907 professeur de Zoologie a |’ Université 
de Saint-Pétersbourg, puis directeur a |’Institut Lesgaft de cette 
ville. Depuis son retour en Russie, Métalnikov avait donné tant 
de marques d’attachement a la maison de Pasteur que M. Roux 
avait été heureux de l’y accueillir de nouveau quand il quitta son 
pays en 1919 pour se fixer a Paris. | 

Le premier séjour de notre collégue dans le laboratoire de 
Metchnikoff et ses recherches de début sur la digestion intracel- 
lulaire chez les Protozoaires ont orienté toute sa vie scientifique 
qui a été en grande partie consacrée A |’étude de l’immunité chez 
les Invertébrés : immunité des chenilles et des chrysalides, des 
mites des abeilles (Galleria mellonella) contre les bacilles tuber- 
culeux par le pouvoir qu’ont leurs globules blancs de phagocyter 


(1) Notice lue par L. Nkcne & Ja séance de la Société francaise de 
Microbiologie du 10 octobre 1946. 
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et de digérer ces germes en les transformant en un pigment brun; 


immunité de l’Ascaris megalocephala par 4 cellules de la cavité 


générale qui jouent le réle de phagocytes ; immunité des larves 
d’oursins par les phagocytes qui se délachent du sommet de 
Vintestin primitif. 

Ses autres principales recherches ont porté sur l’hérédité de 
Vimmunité acquise chez les chenilles de Galleria mellonella et sur 
le réle joué par le systeme nerveux dans l’immunité chez les Inver- 
tébrés et chez les animaux supérieurs. Dans ses derniers travaux 
sur les Insectes, il a réussi 4 montrer que les phénoménes de 
Yimmunité sont réglés par le systeme nerveux : toute lésion de ces 
centres diminue trés rapidement l’immunité naturelle ou acquise 
par les Insectes. 

Chez les animaux supérieurs, Métalnikov a prouvé, en 
s’appuyant sur les réflexes conditionnels de Pavlov, qu’une simple 
excitation externe peut changer la formule leucocytaire du sang 
ou augmenter Ja production des anticorps et des hémolysines. 

Rappelons aussi ses travaux sur l'utilisation des microbes spo- 
rulés dans la lutte contre les insectes nuisibles, les sérums sper- 
matoxiques, la phagocytose des microphages par les macro- 
phages (avec M™ C. Savitch). Il a étudié également, avec 
Yaximach et Gelelovitch, l’action du rayonnement radioactif sur la 
multiplication et sur la structure des microorganismes. 

Métalnikov a publié en russe ou en francais plusieurs ouvrages 
sur ses recherches originales et les conclusions scientifiques et 
philosophiques qu’il en a tirées : recherches expérimentales sur 
les chenilles de Galleria mellonella, la digestion intracellulaire 
chez les Infusoires, immortalité et rajeunissement, 1 infection 
microbienne et l’immunilé chez les mites des abeilles, le role du 
systéme nerveux et des facteurs psychiques dans l’immunité et la 
lutte contre la mort. 

Dans l’éloignement de son pays, auquel il était resté profon- 
dément attaché, Métalnikov a été soutenu par les joies que lui 
ont données sa famille et ses recherches qu’il a poursuivies jusqu’a 
l’extréme limite de ses forces. | 

Nous n’oublierons pas ce charmant collégue qui, avec son 
extréme modestie, s’effacait partout ot il passait, et nous 
adressons a sa famille nos condoléances émues. 

L. Nécre. 


LE COMPORTEMENT DU BACILLE PESTEUX 
ENSEMENCE EN ANAEROBIOSE 
ET SES APPLICATIONS PRATIQUES 


par G. GIRARD et R. NEEL avec la collaboration de A. CHEVALIER (*). 


(Institut Pasteur. Service de la Peste.) 


Le bacille pesteux est généralement considéré comme un 
microbe aérobie. I] est de fait que ses cultures en bouillon nuiritif 
sont d’autant plus riches que la surface du milieu est plus grande, 
la densité microbienne étant fonction de ]’étendue du voile qui se 
désagrége peu a peu pour se reconstituer jusqu’é épuisement du 
milieu. Mais on sait aussi que pour obtenir de bonnes récoltes, 
notamment sur gélose, il faut pratiquer de larges ensemencements. 

Le probleme est différent s’il s’agit d’isoler le bacille de Yersin 
d’un matériel qui ne renferme qu’une faible quantité de germes. 
Est-il besoin de souligner l’intérét pratique de cette recherche 
s’appliquant 4 un agent aussi pathogéne que le bacille pesteux ? 
La question s’est posée pour nous lors d’une communication de 
G. Blanc et M. Baltazard [4] qui, a propos du bacille de Whit- 
more, sont parvenus 4 infecter des puces (Xenopsylla chopis) en 
les nourrissant sur un cobaye dont le sang se révélait stérile A 
Yensemencement. Nos collégues ont envisagé |’hypothése qu’il 
pourrait en étre de méme dans I’infection pesteuse. Si ]’expérience 
confirmait ce point de vue, des notions classiques devraient étre 
révisées et le fait aurait une portée considérable en épidémiologie 
car, jusqu’a présent, la possibilité pour un ectoparasite cutané de 
devenir pestifére est subordonnée a l’existence d’une septicémic 
déja avancée, affirmée par ’hémoculture ou méme le simple exa- 
men d’un frottis de sang. 

Nous avons été ainsi amenés a rechercher un milieu favorable 
au départ d’un nombre aussi réduit que possible de bacilles 
pesteux, et dans un récent travail [2], ’un de nous apportait des 
conclusions que nous rappelons succinclement : si des différences 
trés marquées se manifestent d’un milieu & Vautre parmi ceux 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 janvier 1946. 
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couramment ulilisés au laboratoire, au point que des ensernence- 
ments de 1 4 2 millions de germes sont indispensables avec tel 
milieu tandis que la culture « démarre » presque a l’unité avec 
tel autre, l’équilibre se rétablit par l’addition de sang qui agit 
comme facteur de départ dans tous les milieux méme les moins 
favorables. Nous signalions a cette occasion qu’une peptone 
spéciale (marque Uciar n° 17) constituait le milieu idéal pour 
Visolement et la culture du bacille pesteux sans qu’il fat nécessaire 
d’y ajouter de la macération de viande, du sang ou des facteurs 
de croissance. Sur cette eau peptonée-gélosée, des ensemencements 
de 25 & 100 unités microbiennes nous ont toujours donné plusieurs 
colonies ; mais il faut au moins quarante-huit heures et parfois 
quatre a cing jours avec certaines souches pour les voir apparaitre, 
la phase de latence étant du méme ordre en milieu liquide. 

Comme tous ces essais étaient pratiqués en milieux aérobies, 
nous avons pensé réduire cette période de latence en opérant 
suivant la méthode habituelle des ensemencements en anaérobiose 
que l’on satt favoriser la croissance au départ de maints micro- 
organismes pathogénes. Déja, en 1925, L.-T. Webster et O. Bau- 
dish [3] avaient constaté que l’abaissement de la tension d’oxygéne 
du bouillon aidait au départ de petites doses de Bacterium lepi- 
septicum (Pasteurella cuniculicida). En 1929, H. Schutze et A. Has- 
sanein [4] arrivaient 4 un résultat identique avec le bacille pes- 
teux et diverses pasteurelles en ajoutant 4 la gélose nutritive des 
substances réductrices, parmi lesquelles le sulfite de soude. Ces 
auteurs notaient également que le bacille pesteux se développait 
dans la zone d’anaérobiose des tubes de gélose profonde sulfitée. 
Notre collégue R. Prévot, & la compétence de qui nous avions 
recours, nous faisait savoir qu’en bouillon V.F. glucosé, sous 
vide, le bacille pesteux donnait une culture rapide et abondante. 

Dans une premiére série d’expériences, nous avons donc ense- 
mencé quatre souches de bacilles de Yersin (trois virulentes isolées 
en 1943 et 1945 a Dakar et en Corse, une avirulente (souche Tji- 
widej) dans les quatre milieux suivants : 

1° Aérobiose : gélose inclinée (30 p. 1.000) 4 base de 


epiameUClat, mcal suis ch eater) uathiny foe eee -me aeons 30 g. p. 1.000 
Clif orures de, SOGMIINs esse 4 3) oe ap Leah ntiae eis, - 5 g. p. 1.000 
Glncose-(ominony, ie Ses, Ge. ie Le lee Natodte att ee. ae 2g. p. 1.000 


2° Anaérobiose : gélose profonde (8 g. p. 1.000) en tubes de 
7 a 8 millimétres de diamétre, et de composition identique a celle 
des milieux aérobies précédents, c’est-a-dire avec ou sans glucose. 
Le sucre était ajoulé aprés l’ajustement du pH, mais avant stéri- 
lisation et Ja régénération effectuee par immersion pendant vingt 
minutes au bain-marie bouillant afin d’avoir une intensité réduc- 
trice maxima. Le pH était ajusté & 7,2. Les ensemencements théo- 
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riques étaient de l’ordre de 50.000 a 50 germes, ensemencements 
qui ne donnent que des cultures tardives ou méme ne parlent pas 
sur les milieux usuels ; le nombre des microbes de la suspension 
mére initiale en eau physiologique avait au préalable été vérifié 
4 ’hématimétre. 

Les milieux étaient alors placés a l’étuve a 28°. 

Les résultats sont consignés dans l¢ tableau suivant, les quatre 
souches utilisées ayant donné des résultats comparables (avec un 
léger retard pour la souche avirulente Tjiwidej). Les chiffres notés 
sont donc ‘es moyennes des observations faites. 


Ne RE RT SR AE EO A NS SN ARS 


NOMBRE DE COLONIES VISIBLES EN 


NOMBRE 
BEES MILIEU py ipa : 3 3 3 3 Z 
ensemencés 2 3 8 3 Ff # 
a & a S & a 
eae Peptone Uclaf 17 50.000 0 0 0 0 3 48 
ce glucosée a2 p. 5.000 0 0 0 0 0 4 
28 4.000 500 0 0 0 0 0 0 
a) 50 0 0 0 0 0 0 
ae 
z 2 Peptone Uclaf 17 50 000 0 0 0 >> 100 | > 100 | > 100 
<o simple. 5 000 0 0 0 60 93 400 
se) 500 0 0 0 45 20 32 
=% 50 0 0 0 6 41 44 
ae Peptone Uclaf 17 50 000 0 + > 100 | > 100 | > 100 | > 100 
Oo glucosée 42 p 5 000 0 + | > 100 | > 100 | > 100 | > 100 
93 4.000. 500 0 _ 80 8A 86 90 
eo. 50 0 + 24 27 28 30 
2 o> 
3 = Peptone Uclaf 417 50.000 0 +  |Colonies toujours tres petites, diffi- 
ee simple. a 50 cilement comptables. Nom- 
58 bre approximalif sensible- 
a's ment équivalent a celui du 
— au 


méme milieu glucosé. 


‘ 


La lecture de ce tableau suggére les commentaires suivants : 

1° En aérobiose, elle confirme la valeur des milieux 4 base de 
peptone Ucrar n° 17 pour la culture du bacille pesteux, méme 
avec de trés faibles ensemencements. Fait inattendu et paradoxal 
auquel nous ne pouvons donner aucune explication, |’addition de 
glucose retarde ou inhibe la culture sur gélose inclinée a la 
peptone Ucrar, alors que le glucose, d’une facgon générale, agit 
comme facteur favorisant avec la peptone Chapoteaut (milieu T). 

2° En anaérobiose, ot l’action réductrice des substances résul- 
tant de la décomposition du glucose sous l’influence de Ja chaleur 
et de l’eau peptonée (Raynaud et Viscontini) [5] a eu un effet 
favorisant trés net, les cultures ont démarré en trente-six heures 


VP am 
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au lieu de soixante en aérobiose, le nombre des colonies a été dans 


les faibles dilutions deux a quatre fois plus élevé et les colonies 
ont presque toutes apparu d’emblée. 

Notons que si pour des ensemencements de l’ordre de 500.000 
a 1 million de germes on observe des colonies dans toute la hau- 
teur de la gélose profonde glucosée, pour les doses de germes que 
nous avons utilisées dans cette experience, dans les deux a trois 
premiers jours nous n’avons eu de colonies que dans la zone 
d’anaérobiose de la gélose ; ce n’est qu’aprés ce délai que le déve- ° 
loppement s’est manifesté dans les zones de méso-aérobiose et 
d’aérobiose. Nous avons constaté le méme phénoméne avec la 
gélose profonde V. F. glucosée a 2 p. 1.000 qui donne des résul- 
tats comparables 4 ceux que |’on obtient avec la gélose profonde 
peptonée Uc tar glucosée. 

Des expériences analogues ont été faites en eau peptonée Ucrar 
(méme formule que précédemment, sans gélose) en aérobiose (avec 
ou sans glucose, avec ou sans régénération), et en anaérobiose 
(aprés régenération et sous vide, avec ou sans glucose) avec des 
doses de germes identiques a celles déja utilisées. Nous avons a 
dessein employé la souche avirulente EV. (Girard et Robic) en 
raison des dangers que pouvait présenter la manipulation de 
cultures virulentes dans les tubes ot I’on fait Je vide avant de les 
sceller. Nous n’en donnons que les conclusions, leur intérét pra- 
tique étant secondaire. Elles ont montré que : 

1° En aérobiose, le glucose n’exerce pas d’action stimulante sur 
le départ des cultures. Si l’on régénére les milieux liquides avant 
leur emplo:, le départ de la culture du bacille pesteux n’est pas 
avancé, conirairement au résultat obtenu par Dubos avec le pneu- 
mocoque [6], sauf en milieu glucosé ot elle est nécessaire pour 
avoir un départ de la culture identique 4 celui des autres milieux. 

2° En anaérobiose, |’addition de glucose est indispensable pour 
Vobtention d’un départ rapide et d’une abondante culture. 

3° L’eau peptonée Uctar simple en aérobiose et le méme 
milieu glucosé en anaérobiose donnent des résultats équivalents, 
la culture partant plus tardivement pour les dilutions faibles (500 
4 50 germes) qu’en gélose profonde, mais plus rapidement que 
sur gélose inclinée. 

Signalons A titre indicatif que les caractéres morphologiques. et 
fermentatifs a l’égard des hydrocarbones ne sont pas modifiés. En 
ce qui concerne la virulence, une expérience préliminaire nous a 
révélé une diminution accusée aprés cing passages en anaérohiose 
par comparaison avec la méme souche passée cing fois sur gélose 
inclinée, mais cette indication demanderait a étre confirmée par 
de nouvelles investigations. 

Nous avons pu mettre en lumiére ]’intérét pratique que présente 
l’ensemencement en gélose profonde en utilisant indifféremment 
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le milieu 4 la peptone Ucar glucosée ou le milieu V.P. glucosé 
qui se comporte, avons-nous dit, d’une fagon identique._ 

1° Sokhey et Maurice [7] emploient aux Indes un vaccin tué par 
chauffage des cultures 4 55° pendant quinze minutes. Ils contrélent 
alors sur la souris l’efficacité du vaccin ainsi obtenu. Ne possédant 
pas la souche 120/5H des savants de |’Institut de Bombay, nous 
avons eu recours a la souche E.V. qui, comme toutes les souches 
de virulence affaiblie ou privées de toute virulence, est bien moins 
résistante aux agents physico-chimiques que les souches virulentes 
telles que l’échantillon 120/5H. 

Une suspension a 2 milliards de germes au centimétre cube fut 
chauffée a 55° pendant dix-huit minutes. Nous avons ensemencé 
avec des pipettes calibrées 4 XX gouttes au centimétre cube trois 
tubes de gélose profonde et trois tubes d’eau peptonée Ucrar. Le 
tableau suivant donne toutes indications utiles quant au protocole 
expérimental et 4 ses résultats : 


RESULTATS APRES 
SS ede — 


48 heures 5 jours 
Bates Tube 1 : I goutte. 0 0 
Patataerioneal | Tube 2: Il gouttes. 0 0 
pep Tube 3 : Ill gouites. a ~_ 

, Tube 1 : I goutte. 2 colonies 4 colonies 
Anaérobiose T SRaiacat 4 él 9 olen 
(gélose profonde) ube 2 : I goutlte. colonie colonies 

Tube 3: I goutte. 1 colonie 2 colonies 


I goutte = 100 millions de germes théoriquement tués. 

Les colonies apparues en quarante-huit heures étaient situées 
dans la zone d’anaérobiose, celles qui se développérent par la suite 
étaient dans la zone d’aérobiose ou a la limite des deux zones. 

L’emploi du milieu électif & la peptone Uctar montre donc 
que l’action de la chaleur 4 55° pendant dix-huit minutes n’est 
pas suffisante pour tuer toujours le bacille pesteux; l’anaérobiose 
(gélose profonde) a permis le départ de germes encore vivants a 
des doses trois fois moindres qu’en aérobiose (100 millions de 
germes théoriquement tués au lieu de 300 millions). 

2° Rapportons d’autre part l’expérience suivante : 

Deux souris inoculées de peste meurent l’une en trois jours, 
Vautre en dix jours. 

Le lendemain de l’inoculation, qui avait été faite sous la peau, 
nous prélevons a l’extrémité de la queue sectionnée un peu de 
sang qui est ensemencé en eau peptonée et sur gélose inclinée 
Uctar. En gélose profonde glucosée, nous portons une trés faible 
quantité de sang avec |’extrémité d’une pipette fermée qui a été 
appliquée sur la surface de section de la queue. 

Voici les résultats obtenus 4 la température de 28° : 
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APRES | 
CULTURE MILIEU a 


36 heures 48 heures et plus 


; Aérobiose . § £8u peptonée Uclaf. 0 0 

Souris 4 | Gélone incl. Uclaf. 0 0 

Anaérobiose. Gélose piof. gluc. 0 0 

Aérobiose , | £au peptonée Uclaf. 0 0 

Souris 2 | Gélose incl. Uclaf. 0 0 
\ Anaérobiose. Gélose prof. gluc. 3 colonies. 4 colonies. 


Pour une souris, nous avons donc eu en trente-six heures trois 
colonies isolées. Deux d’entre elles ont été immédiatement repi- 
quées €n eau peptonée simple, avec et sans phage pesteux, et 
confirmation nous a été ainsi donnée en moins de vingt-quatre 
heures qu’il s’agissait bien de bacille de Yersin. La troisiéme colo- 
nie émulsionnée en eau salée physiologique a été inoculée par voie 
péritonéale 4 une souris neuve qui est morte de peste septicémique 
en trente-six heures. 

La présence du bacille pesteux a donc pu étre mise en évidence 
dans le sang, grace a |’emploi de la gélose profonde, alors que les 
milieux liquides et la gélose inclinée ne donnaient pas de culture. 


CONCLUSION. 


L’ensemencement du bacille pesteux en gélose profonde gluco- 
sée (peptone Ucrar ou milieu V.F.) permet le départ dans un 
temps minimum de trés faibles quantités de germes. Cette techni- 
que pourra permettre de déceler le bacille de Yersin chez ’ homme 
ou chez l’animal dans des circonstances ott sa mise en évidence 
était plus loague ou impossible, ce qui risquait d’avoir pour consé- 
quence des interprétations erronées quant 4 certains résultats né- 
vatifs. Le procédé ne sera pas moins utile au cours des travaux 
de lJaboratoire. 
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MUTATION ET ADAPTATION ENZYMATIQUE 
CHEZ ESCHERICHIA COLI-MUTABILE 


par J. MUNOD et A. AUDUREAU. 


(Institut Pasteur. Service de Physiologie microbienne.) 


INTRODUCTION. 


On sait que l’apparition de propriétés enzymatiques nouvelles 
dans un clone bactérien a pu étre attribuée, suivant les cas, 4 deux 
mécanismes bien distincls : 

1° A un processus d’adaptation se produisant exclusivement en 
présence du substrat spécifique, et affectant l'ensemble des indi- 
vidus (Diéneri, 1900; Karstrém, 1932, etc.). 

2° A une variation brusque, une mutation, se produisant chez 
un trés petit nombre d’individus, indépendamment de la présence 
du substrat ¢pécifique (Massini 1906, Marcha] 1932, Lewis 1934, 
Lwoff et Audureau 1942, Audureau 1942). 

L’existence de chacun de ces deux phénomeénes a été démontrée 
expérimentalement d'une maniére indisculable. Jusqu’ici cepen- 
dant ils ont toujours été observés séperément, dans des cas dis- 
tincts. Pourtant il n’y a aucune raison de penser qu’ils s’excluent 
mutuellement. I] est permis de supposer au contraire que, dans 
certains cas au moins, ils pourraient coexister, et méme se 
compléter. Le probleme se poserait alors de leurs rapports de 
dépendance, et des répercussions possibles de l’un des phéno- 
ménes sur l’autre. 

Nous étudierons ici le cas de Ja mutation « lactose » d’Esche- 
richia coli-mutabile. On sait que la forme « normale » (L—) de ce 
coli dit « atypique » est incapable de faire fermenter le lactose, 
ou de se développer dans un milieu synthétique contenant du lac- 
tose comme seul aliment carboné. Mais E. coli-mutabile est carac- 
térisé précisément par la propriété de donner, par mutation, une 
forme lactose positive (L*+), se développant dans les milieux syn- 
thétiques au lactose, et conservant cette propriété aprés un nombre 
indéfini de repiquages en ]’absence de lactose (Massini, Marchal, 
Lewis, loc. cit.). 

C’est 14 sans doute le cas le mieux connu, le plus classique, 
de mutation enzymatique chez une bactérie. Il était done parti- 
culiérement indiqué d’en reprendre l'étude pour déterminer si 
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le pouvoir d’attaquer le lactose qui caractérise la forme L+ était 


ié uniquement 4 une mutation, ou s’il n’impliquait pas éga- 


lement le fonctionnement d’un mécanisme d’adaptation enzyma- 
tique. Les expériences résumées ici ont done pour objet de 
déterminer ia nature « adaptative » ou « constitutive » de 
Yenzyme atlaquant le lactose chez les bactéries Lt+. Au préa- 
lable nous avons cherché a établir de facon indiscutable, qu’avec 
la souche employée la transformation L— »L+ avait bien les 
caractéres d’une mutation, et que la forme L+ était stable, c’est- 
a-dire que la transformation L+—» L— ne se produisait pas 
{tout au moins dans les conditions expérimentales ot nous nous 
semmes placés). 
TECHNIQUES EMPLOYEES. 


Minreux. — Toutes nos cultures en milieu liquide ont été faites dans 
le milieu synthétique suivant (milieu S) : 
POLK IE te POMNa® FH 2h. xe hor Pinan Sry a 5 g. 
(pour pH 6,9) 


Les milieux solides (milieu G, §.) étaient constitués par le milieu 
précédent gélosé 4 3 p. 100. La gélose était au préalable lavée a l’eau 
courante, rincée plusieurs fois 4 l’eau bidistillée, et séchée a 1’étuve. 

Ces milieux étaient complétés par addition, aprés stérilisation, de 
lactose ou de glucose (2 p. 1.000 en milieu liquide, 10 p. 1.000 en 
milieu solide) stérilisé & part par filtration. 


Soucue. — La souche employée (désignée par le symbole ML) a été 
isolée de l’intestin humain par ensemencement sur gélose tournesolée 
au taurocholate de soude. Aprés plusieurs réisolements par prélé- 
vements de colonies, trois clones ont été constitués (ML,, ML,, ML,), 
par isolement d’une bactérie au micromanipulateur (nous avons 
employé le micromanipulateur de Fonbrune). 

Les caractéres de la souche ML sont, briévement, les suivants : 

Bactérie Gram négative, mobile, produisant de l’indol. Se déve- 
loppe en milieu synthétique aux dépens des glucides suivants: glu- 
cose, fructose, galactose, d-xylose, l-arabinose, fucose, maltose, tréha- 
lose, lactose (aprés mutation), mannite, sorbite, dulcite. 

Ne se développe pas aux dépens des glucides suivants : saccharose, 
j-xylose, sorbose. 

R&SULTATS EXPERIMENTAUX. 


I. NATURE DE LA TRANSFORMATION L--—> L+. — Nous résumons 
ici briévement les observations qui permettent d’affirmer que la 
transformation L——» L+ constitue bien une mutation. 

1° Lorsgu’on étale I goutte d’une culture de vingt-quatre 
heures de ML & la surface d’une boite de Petri contenant de la 
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gélose imprégnée de milieu synthétique au lactose, on observe 
apres vingt-quatre heures 4a 37°, un semis de microcolonies 
confluentes, visibles seulement au microscope (forme L—) au 
milieu desquelles émergent 200 4 300 colonies beaucoup plus 
crosses (Lt), visibles 4 l’ceil nu [de 0,2 a 0,3 mm. de dia- 
métre] (1). Aprés quarante-huit heures d’étuve, on constate que 
de nombreuses colonies L+ nouvelles sont apparues. Leurs 


oars # e 
& ‘ ‘ 4. % 

a FS Gra SS 

R Hee wee %. a i ‘ithe 

: .* Re. mi RS Ba OEE 
iE cance MES OPE peta 

Ss eee eae One mere nY wrens, aa j 
Fic. 4. — Deux colonies L + : 


au milieu d’un semis de microcolonies confluentes L—. 


tailles diverses témoignent de leur origine plus ou moins 
récente (fig. 1). 


(1) On peut se demander quel est Valiment carboné utilisé par Jes 
colonies L— en milieu G. S. lactosé. Indiquons a ce propos, que quelle 
que soit la durée des lavages préalables de la gélose, on observe tou- 
jours sur ce milieu, méme non additionné d’un glucide ou d’une 
autre source de carbone, un léger déve'oppement. Le développement 
des colonies L— en milieu G. S. au lactose peut donc étre dd, soit 
& une impureté du lactose, soit aux traces de substances carbonées 
utilisables contenues dans la gélose, mais on ne saurait exclure la 
possibilité d’une utilisation extrémement lente du lactose lui-méme. 
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° Lorsque l’on ensemence dans les mémes conditions un petit 
nombre de germes (200 a 300) on observe, aprés vingt-quatre 
heures 4 37°, uniquement de trés petites colonies, trés plates et 
transparentes (L—). Aprés quarante-huit heures, on voit appa- 
raitre dans de nombreuses colonies des globules plus opaques. 
Certaines colonies présentent plusieurs de ces globules (fig. 2). 
Ces globules se développent rapidement et, aprés trois jours 
d’étuve, prennent l’aspect de colonies L+ typiques (0,2 4 1 mm. 
de diamétre, épaisses). 

3° Lorsque l’on préléve soigneusement une de ces colonies L+, 
et qu’on l’ensemence immédiatement, on observe, aprés vingt- 


Fic. 2. — Trois colonies L—, transparentes avec bourgeons opaques L +. 
Lune des colonies présente deux bourgeons. 


quatre heures a 37°, uniquement des colonies L+. Au contraire, 
les colonies L—, isolées, donneront toujours un grand nombre 
de colonies L— et quelques colonies L+. 

4° Dix clones L+ ont été isolés 4 partir de l’un des clones L—-. 
Ces clones ont été entretenus d’une part en milieu S au lactose, 
d’autre part en milieu S au glucose. A plusieurs reprises, et 
aprés un nombre varié de passages en glucose (jusqu’aé 25) ils 
ont été tesiés par ensemencement sur plaque de milieu G. S. lac- 
tosé. Dans tous les cas, ils se sont montrés composés uniquement 
de germes donnant naissance d’emblée a des colonies L+ 
typiques. 

En résumé, la souche ML présente des propriétés identiques 
aux souches étudiées par Massini, Marchal et Lewis, c’est un 
E. coli-mutabile typique. La transformation L~—»L+ a bien les 
earactéres d’une mutation, en ce qu’elle se produit, semble-t-il, 
au hasard, chez un nombre relativement trés petit d’individus. 
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D’autre part, les souches lactose-positives sont stables, et ne 
perdent pas la propriété d’atlaquer le lactose, méme apres un 
grand nombre de passages dans un milieu ne contenant pas de 
lactose. 


II. NATURE ADAPTATIVE DE L’ENZYME ATTAQUANT LE LACTOSE DANS 
LA ForME L+. — Pour déterminer la nature adaptative ou cons- 
titutive de l’enzyme attaquant le lactose dans la forme L+, nous 
avons eu recours a deux méthodes: 1° mesure de la consomma- 
tion d’oxygéne en présence de lactose par des clones L+ cul- 
tivés auparavant en présence ou en absence de lactose ; 2° étude 
de la croissance, et en particulier mise en évidence du phéno- 
méne de diauzxie. 


A. ExpriiNCES DE CONSOMMATION pD’oxycinE. — Les mesures ont été 
faites dans des manométres Warburg. Comme nous avions 4 comparer 
l’intensité respiratoire de cultures différentes, et comme la centrifu- 
gation entraine une baisse considérable, et surtout difficilement 
contrélable de la respiration des suspensions bactériennes qui y sont 
soumises, nous avons cherché a éviter cette manipulation. C’est pour- 
quoi nous avons adopté la technique suivante: les cultures étaient 
faites en milieu S (en présence, suivant les cas, de lactose ou de glu- 
cose 4 1 p. 1.000), dans de petites fioles céniques a fond plat. Ces 
fioles étaient agitées pendant vingt-quatre heures & 37°. Nous nous 
étions auparavant assurés par des mesures de croissance que, dans les 
cultures ainsi traitées, il ne restait plus, au moment du prélévement, 
de substrat carboné utilisable (l’intensilé respiratoire tres faible des 
témoins dans les expériences aqui suivent, suffit d’ailleurs 4 démontrer 
que cette condition est effectivement réalisée). 

Pour bloquer la croissance et toute possibilité d’adaptation au 
cours de ]’expérience de respiration, les cultures étaient additionnées 
d’un volume égal de milieu S neuf, contenant du 2-4-dinitro- 
phénol M/500, de fagon 4 réaliser une concentration finale de M/1.000, 
On sait qu’d cette concentration le 2-4-dinitrophénol bloque compleé- 
tement les synthéses (Clifton 1937) et par suite }’adaptation enzyma- 
lique (Monod 1944 c). 

La densité optique des cultures ainsi préparées est sensiblement 
constante, 4 10 p. 100 prés. Cependant la densité optique de chaque 
suspension a été déterminée, et l’intensité respiratoire, dans les expé- 
riences qui suivent, a été rapportée 4 une densité optique moyenne 
fixe. L’expérience nous a montré que cette méthode de préparation 
permet d’obtenir des suspensions bactériennes dont l’intensité respi- 
ratoire en présence de divers substrats était remarquablement cons- 
tante et stable 

Les fioles manométriques contenaient 2 cm* de suspension bacté- 
rienne, 0, 5 cm* de KOH et 0,5 cm® de glucose ou de lactose M/10 
dans le diverticule. Le contenu du diverticule était versé dans les 
fioles aussitét aprés fermeture des robinets. Chaque essai était fait 
en double. 


La figure 3 résume les résultats d'une expérience qui permet 
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Fic. 3. — ‘Consommation d’oxygene des bactéries L+ et L 
en présence de glucose. 
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4, — Consommation d’oxygéne en présence de lactose des bactéries L+ = 
adaptées (cultivées en lactose) ou non (cultivées en glucose). Higa 
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de comparer l’intensité respiratoire en présence de glucose de 
bactéries L+ et L— cultivées en présence de ce sucre. On voit que 
les résultats sont comparables pour les deux souches; il faut 
noter cependant que J’intensité respiratoire de la souche nor- 
male L—-, est légérement supérieure 4 celle du mutant Lt. 

La figure 4 permet de comparer |’intensité respiratoire en pré- 
sence de lactose de 2 suspensions de bactéries Lt+, préparées 
Pune a partir d’une culture en glucose, |’autre d’une culture en 
lactose. On voit que la respiration de la souche cultivée en glu- 
cose est nulle, puisque la consommation d’oxygene n’est pas 
supérieure 4 celle du témoin. En revanche, la suspension pro- 
venant d’une culture en lactose oxyde activement le lactose, 
quoique avec une intensité moindre que le glucose. 

Ces essais ont été renouvelés 4 plusieurs reprises avec deux 
clones L+. Un clone L+ cultivé en arabinose, s’est montré éga- 
lement incapable d’oxyder le lactose. 

Ces expériences démontrent que ]’enzyme attaquant le lactose 
dans la forme L+ est un enzyme adaptatif strict au sens de 
Karstrém (1982). 


B. EXPERIENCES DE CROISSANCE. — I] nous a paru intéressant de 
confirmer ce résultat par l’étude de la croissance des bactéries L+ 
en lactose et dans des mélanges de lactose et de glucose. On sait 
en effet que non seulement |’adaptation enzymatique se manifeste 
dans la croissance sous forme d’une phase de latence plus ou 
moins prolongée, mais encore qu’elle s’exprime d’une facon par- 
ticuliérement frappante dans le phénoméne de diauxie (Monod. 
1941 et suiv.). 


Rappelons briévement que la formation des enzymes adaptatijs 
attaquant les sucres chez les bactéries est inhibée en présence de cer- 
tains glucides (glucides inhibiteurs) attaqués par des enzymes consti- 
tutifs. Cette inhibition de l’adaptation s’exprime dans la croissance 
des cultures (A condition que la concentration de l’aliment carboné 
soit assez petite pour constituer le seul facteur limitant), sous la forme 
de deux cycles complets de croissance correspondant respectivement 
& lutilisation exclusive de chacun des deux glucides en présence. 


La croissance a été déterminée dans les conditions, et grace 
aux méthodes décrites ailleurs par l’un de nous (Monod, loc. cit.). 
Les résultats sont exprimés directement en unités de densité 
optique. Dans les conditions des mesures, une unité correspond 
a une concentration de 10* germes « normaux » (c’est-a-dire de 
la taille observée pendant la phase exponentielle) par centimétre 
cube. 

La figure 5 représente la croissance d’une culture L— et d’une 
culture L+ en milieu S additionné de 0,1 p. 1.000 de glucose 


MUTATION ET ADAPTATION ENZYMATIQUE 875 


el de 0,1 p. 1.000 de lactose. La culture L~ avait auparavant 
éte entretenue en glucose, la culture L+ en lactose. Comme on 
le voit, le phénoméne de diauxie se manifeste d’une facon parti- 
culiérement nette. Au cours du premier cycle de croissance, cor- 
respondant a Vutilisation du glucose, la croissance des deux 
cultures est semblable. Une fois le glucose épuisé, la densité 
optique des deux cultures diminue rapidement. Il s’agit sans 
doute dune lyse provoquée par l’inanition carbonée, phéno- 
méne qui a été décrit par l'un de nous chez B. subtilis (Monod 
1942 b). Ce phénoméne de lyse fait apparaitre d’une mani¢re 
particuliérement frappante le fait qu’au moment ot les derniéres 


100 


so 


DENSITE OPTIQUE 


HEURES 


Fic. 5. 


traces de glucose disparaissent, la culture L+ est encore inca- 
pable d’utiliser le lactose. La réadaptation ne devient sensible 
qu’au bout de plus d’une heure. Ces expériences ont été répétées 
avec un autre clone L+ avec des résultats identiques. 


DISCUSSION. 


Les observations précédentes montrent clairement que |’appa- 
rition, dans la souche ML, de la propriété d’oxyder et d’utiliser 
le lactose est liée d’une part 4 une mutation brusque se produi- 
sant chez quelques rares individus, d’autre part au _fonction- 
nement d’un mécanisme d’adaptation. Les propriétés différentes 
de la forme L— et de la forme L+, ainsi que la stabilité de ces 
propriétés sont altestées par l’examen des colonies formées sur 
sélose au lactose par les deux formes. Cependant, pour peu que 
les mécanismes d’adaptation soient bloqués, les deux formes, 


\ 
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aprés cullure en glucose, se montrent également incapables 
d’attaquer le lactose. La forme L+ ne différe done pas de la 
forme L— par la présence d’un « enzyme nouveau », mais par 
la faculté de s’adapter a la formation de cet enzyme. 

L’enzyme attaquant le glucose dans la forme L+ est un enzyme 
adaptalif strict. Son activilé est nulle lorsque la souche a été 
cultivée en Vabsence de lactose, ou en présence de lactose et 
d’un sucre inhibiteur, comme le glucose. Cette constatation est 
particuliérement significative, car en cela la souche Lt se 
comporte exactement comme les souches de E. coli « normal », 
chez lesquelles tous les enzymes adaplatifs attaquant les sucres 
sont inhibés par le glucose et les autres glucides inhibiteurs. 

Ces phénoménes d’inhibition, qui paraissent généraux, semblent 
démontrer que les différents glucides attaquables par une souche 
bactérienne donnée, entrent en compétition pour une méme 
structure moléculaire. Cependant, la spécificité des enzymes res- 
‘ponsables de l’attaque des différents glucides ne saurait faire de 
doute. 

L’un de nous (Monod 1943, 1944 a, b, 1945) a cherché«a conci- 
lier ces faits dans un schéma qui permette d’expliquer en méme 
temps le mécanisme de l’adaptation enzymatique. Selon cette 
hypothése, les différents enzymes spécifiques auraient un pré- 
curseur commun (préenzyme) doué d’une « préaffinité » plus ou 
moins faible pour un certain nombre de substrats. Le préenzyme 
se transformerait en enzyme spécifiquement adapté sous lin- 
fluence du substrat, et par suite de sa combinaison avec lui. 
On voit comment un tel schéma permet d’expliquer a la fois le 
mécanisme de l’adaptation, la spécificité des différents enzymes, 
et linhibition diauxique, qui serait due a l’affinité plus forte du 
préenzyme pour les substrats inhibiteurs. Selon cette hypothése, et 
puisque la formation de ]’enzyme attaquant le lactose chez Jes bac- 
téries L+ est inhibée par le glucose, la mutation L-~—>Lt+ 
consisterait non pas dans l’apparition d’un enzyme nouveau dans 
la forme Lt+, mais dans une modification de la structure du 
préenzyme, modification qui, de « non adaptable » dans la 
forme L—, le rendrait « adaptable » dans la forme Lt. Rap- 
pelons que Lwoff et Audureau (loc. cit.) étudiant la mutation 
« suecinique » de Moraxella Lwoffi, avaient également montré 
que cette. mutation ne consistait pas dans l’apparition d’un 
enzyme, mais en une modification du fonctionnement d’un 
enzyme préexistant. 

Dans la mesure ot l’on admet que le mécanisme des mutations 
bactériennes est essentiellement semblable A celui des mutations 
des étres supérieurs (jusqu’éa présent beaucoup de faits sont en 
faveur de cette conception, aucun ne la contredit), ces expériences 
indiquent que le géne hypothétique, responsable de la muta- 
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tion L~—>L+, contrdle le mécanisme de l’adaptation, sans 
doute par l’intermédiaire d’une modification de la structure du 
précurseur. 

On pourrait méme étre tenlé, en occurrence, d’identifier géne 
et précurseur. Cependant, ces observations, et les hypotheses 
qu’elles suggérent, doivent étre rapprochées. des résultats du 
plus grand intérét, récemment présenlés par Spiegelman et ses 
collaborateurs (1944, 1945) sur l’adaptation de la galactozymase 
et de la mélibiozymase chez les levures. Grace au fail qu’il est 
possible de croiser entre elles des races de propriétés différentes 
et d’effectuer des ségrégations, ces auteurs ont pu montrer, d’une 
part que l’adaptation de chacun de ces enzymes est effectivement 
contrélée par un géne mendélien, d’autre part que l’enzyme lui- 
méme, et son précurseur, étaient certainement distincts du géne, 
puisgue l’enzyme pouvait dans certaines circonstances s’ « auto- 
reproduire » en l’absence du géne. 

Cherchant 4 rendre compte de ce mécanisme ainsi que des 
résultats de Sonneborn (1945) sur le caractére « Killer » des 
paramécies, Emerson (1945) a proposé un schéma du contréle 
par les génes de l’adaptation enzymatique, schéma qui est en 
accord avec les faits et les hypothéses présentés ici. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


1° L’acquisition du pouvoir d’attaquer le lactose, dans une 
souche d’Escherichia coli-mutabile est liée d’une part a une 
mutation L--»L+, d’autre part au fonctionnement d’un méca- 
nisme d’adaptation enzymatique. 

2° L’enzyme attaquant le lactose dans la forme mutante (L+) 
est un enzyme adaptatif strict. Son activité est nulle dans les 
suspensions bactériennes issues de cultures non adaptées. 

3° La formation de cet enzyme est inhibée par le glucose, et 
la croissance en présence du mélange glucose-lactose, donne lieu 
au phénomeéne de diauxie. 

4° Une hypothése est proposée, selon laquelle la muta- 
tion L-—>L+ porterait sur la _ structure d’un_ précurseur 
(préenzyme) commun aux différents enzymes spécifiques atta- 


. quant Jes glucides. 
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SUR UNE MUTATION SPONTANEE AFFECTANT 
LE POUVOIR DE SYNTHESE DE LA METHIONINE 
CHEZ UNE BACTERIE COLIFORME 


par Jacques MONOD. 


(Institut Pasteur, Service de physiologie microbienne.) 


Introduction. 


On connait 4 l’heure actuelle un grand nombre d’espéces ou de 
souches bactériennes dont la croissance est conditionnée par la pré- 
sence d’un ou plusieurs acides aminés. Les exemples en sont assez 
nombreux et assez bien connus pour qu’il suffise de mentionner ici 
Je premier d’entre eux : celui de la méthionine dont le caractére de 
facteur de croissance indispensable pour le streptocoque hémo- 
lytique conduisit Mueller (1922) a la découverte de ce corps. 

Malgré les grands progrés accomplis dans ce domaine, une cer- 
taine indétermination demeure dans nos connaissances concernant 
les exigences précises, spécifiques, en amino-acides, de beaucoup 
d’espéces bactériennes. Cette situation est sans doute due pour une 
part 4 la variabilité, souvent assez marquée, de ces exigences. I] 
y aurait grand intérét, de différents points de vue, a ce que les condi- 
tions et le mécanisme de ces variations fussent élucidés, au moins 
dans un certain nombre de cas typiques. Au cours de recherches 
poursuivies dans une autre voie, il est apparu que la souche 
d’ « Aerobacter » utilisée présentait un phénoméne de cet ordre, 
et cela dans des conditions qui permettaient de mettre clairement 
en évidence l’origine de la variation. Le présent travail a pour 
objet de résumer ces observations. 


Techniques employées. 


a) Mirirrux. — Outre le bouillon et la gélose ordinaire, le milieu syn- 
thétique suivant (milieu S) a été utilisé : 

P(AKH? + PO*Na?H2H20 (pH 6,9). ...-.--6- Bg. 

CUNIE ASiratey re piena tia ttc Wem thea ce ytate: oiea na el one 4g. 

SOE Mora ig tetie cert ptice cate, cee choy tv teet ratte News ee 0,4 g. 

(OVS EIR. Sas aroun ARC RRM Ces aa ES ory Warn ey Lhe Recher deh Ey kr 0.04 g. 

SOFIE, Me bre Genes Gt Pe Sed EEE OO ee Biase Reco 0,0005 g. 
Glucose (stérilisé & part par filtration) ....... 2g. 
Bauyredistillce;sur- Pyrex, (1S. Ps. cfu) sce eae. 1.000 g. 
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Ce méme milieu, gélifié par de l’agar 4 20 p. 100 (agar trés soigneuse- 
ment lavé auparavant a l’eau ordinaire et A l’eau bidistillée) et glucosé 
a 10 p. 1.000 au lieu de 2 p. 1.000, a été employé comme milieu synthé- 
tique solide (milieu G. S.). 

b) La soucue employée (désignée ici sous le symbole LA) provient des 
collections de 1’Institut Pasteur, ot elle figure depuis prés de quarante 
ans. Elle m’a été trés obligeamment communiquée par M. Legroux. 

Ses principales caractéristiques sont les suivantes : batonnets assez 
longs, immobiles, Gram négatifs, produisant de l’indol. Capable d’uti- 
liser les corps suivants comme aliment carboné en milieu synthétique : 
d-glucose, l-fructose, d-galactose, l-sorbose, d-xylose, l-arabinose, saccha- 
rose, maltose, lactose, acide citrique, acide succinique, acide acétique. 

Les premiers essais ont été effectués avec un cléne provenant de la 
souche origine par 3 réisolements successifs A partir d’une seule colonie. 
Par la suite, toutes les expériences furent reprises avec un cléne prove- 
nant d’une seule bactérie isolée au micromanipulateur. Ce cléne est 
désigné par le symbole LA. Les propriétés de ce clone se sont d’ailleurs 
révélées identiques 4 celles de la souche origine. 


Résultats expérimentaux. 


1° CULTURES EN MILIEU SYNTHETIQUE, COLONIES N ET M. 


1° Mirreux Liguipes. — Lorsque |’on ensemence une culture en 
bouillon bien développée (vingt-quatre heures 4 37°), en milieu 
synthétique, 4 raison d’une goutte pour 5 cm*® de milieu, on 
observe en. vingt-quatre heures 4 37° un développement abondant. 
Les repiquages successifs dans ce milieu donnent les mémes résul- 
tals. La souche parait done cultivable d’emblée et indéfiniment 
repiquable dans un milieu synthétique ne contenant aucun « fac- 
teur de croissance », acide aminé ou vitamine. Cela n’est nulle- 
ment surprenant puisque c est le cas de la grande majorité des 
souches d’Aerobacter, E. coli et genres voisins. 


2° Mitieux sotipes. — En revanche la situation se révéle beau- 
coup plus complexe lorsque la méme souche est ensemencée en 
milicux solides. 

En effet, 1 g. d’une culture de vingt-quatre heures en bouillon, 
convenablement dilué (environ 10.000 germes par goutte), étalé 
a la surface d’une boite de Petri préparée avec du milieu G. S. - 
donne naissance, en douze A dix-huit heures a 37°, & deux caté- 
gories de colonies complétement différentes : a) l’immense majo- 
rité est composée de colonies microscopiques (moins de 1/10 de 
millimétre), transparentes, dont la forme filamenteuse, vermicu- 
laire, est trés caractéristique (colonies N). b) Au milieu des micro- 
colonies émergent une dizaine de grandes colonies (0,5 a 1,5 mm.) 
hyalines, 4 bords découpés mais non filamenteuses, présentant une 
surface irréguliére et brillante [colonies M] (fig 1). 
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Au contraire, l’étalement de la méme souche, pratiqué dans les 
mémes conditions, mais sur gélose-bouillon ordinaire, donne uni- 
quement des colonies banales (grises, assez plates, a bords irré- 
vuliers, & surface légerement rugueuse), absolument homogénes 
comme aspect et comme dimensions. Rien ne permet de distinguer 
les colonies N des colonies M. . 


Enfin l’étalement sur milieu G. S. de souches ayant subi deux 


iG. 1. — Colonies apparaissanl en douze heures @ 37° sur milieu synthétique 
solide ensemencé avec la souche LA. On voit de nombreuses colonies « N » 
trés petites, vermiculaires, et une grande colonie « M ». 


ou trois passages en milieu synthétique S donne des résultats tout 
différents des étalements de souches en bouillon : les cultures se 
montrent constituées exclusivement de grandes colonies M, les 
microcolonies N ont complétement disparu. 


3° STABILITE DES CLONES N er M. — Plusieurs clones ont été 
constitués par prélévements d’une seule colonie N ou M (dans le 
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cas des colonies M il faut prendre soin de ne prélever que le 
centre des colonies) et réensemencés en bouillon. 

Dans tous les cas, dés le premier passage, les clones N étalés 
en milieu G. S. se sont montrés constitués d’un mélange de colo- 
nies N et M, en proportions comparables au cléne-origine. Au 
contraire les clones issus de colonies M se montraient constitués 
exclusivement de colonies M. 

Pour vérifier Ja stabilité de la forme M, 3 clones ont été entre- 
tenus pendant 25 passages en bouillon, et testés par étalement en 
milieu G. S. aux 5°, 15° et 25° passages. Ils ont donné chaque fois 
naissance exclusivement a des colonies M. De plus ces 3 clénes, 
repiqués mensucllement sur gélose pendant six mois se sont éga- 
lement montrés parfaitement stables. 

Il ne peut y avoir de doute sur |’interprétation de ces faits : 
la forme « normale » de la souche LA, incapable de se développer 


en milieu synthétique (colonies N) est capable, en revanche, de — 


donner par mutation spontanée une forme qui, elle, se développe 
abondamment en milieu synthétique (colonies M). La forme M est 
stable, du moins dans les conditions étudiées, et ne redonne pas 
la forme N. 


2° DETERMINATION DU FACTEUR DE GROISSANCE DE LA FORME N. 


On doit penser également que la différence physiologique entre 
la forme N et la forme M consiste en ce que la premiére est 
incapable de synthétiser un ou plusieurs métabolites essentiels 
dont la synthése par la forme M, est au contraire possible. 

Pour vérifier cette hypothése, 2 souches N entretenues en bouil- 
lon, ont été étalées (& raison de 1 g. de culture-diluée au 1/1.000 
par boite de Petri) sur milieu G. S. additionné soit d’extrait de 
levure (1 g. pour 20 cm*), soit d’hydrolysat de caséine (1g. a 
6 p. 1.000 pour 20 cm‘). 

Dans les deux cas on observe aprés vingt-quatre ‘heures a 37°, 
un développement abondant. Toutes les colonies sont identiques 
entre elles et ne peuvent se distinguer des colonies M apparues 
sur les boites contrdle, non additionnées d’hydrolysat de caséine 
ou dextrait de levure. Ce résultat permettait de prévoir que le 
facteur de croissance de la forme N était un acide aminé. Une 
série d’étalements ont alors été pratiqués sur milieu G. S. addi- 
tionné de divers acides aminés. 

Les résultats sont donnés par le tableau I. Le signe O indique 
un résultat identique aux contréles en milieu G.S. pur. Le 
signe ++ indique des colonies toutes bien développées, sem- 
blables aux colonies M du contréle ; + indique des colonies toutes 
d’aspect M, mais un peu moins développées ; Tr. indique que les 
colonies présentaient la différenciation typique de la souche LA, 
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r. (microcolonies N et macrocolonies M) mais avec des microcolonies 
légérement plus grandes que dans les contréles. 

4 Comme on le voit, les résultats sont sans ambiguité. Presque 
; tous les acides aminés se montrent complétement inactifs, sauf la 
4 méthionine en présence de laquelle, méme A une concentration 
i trés faible (M/400.000), toutes les colonies de la souche N sont 
bien développées et présentent l’aspect de colonies M. On 
a remarque cependant que la leucine présente une faible activité, 
Z attribuable sans doute a des traces de méthionine présentes a 
Vétat d’impuretés dans |]’échantillon utilisé (1). 


TasLeau 1. — Croissance des colonies N en milieu synthétique 
additionné d’un acide aminé. 


no ang 
ape 28. 
. $45 S25 
3 Ram a 
& = Ss Fa ] 
o 2 Co) 
; Glycocolle M/4.000........ 0 | Ae. dl-glutamique M/4.000. . . 0 
3 : , dl-méthionine M/400.000. . . . . + 
3 a ee ; | di-méthionine M/40.000 . . . sah 
- dl-sérine M/4.000.. . ...... di-méthionine M/4.000. .... . aes 
Cystéine M/40.000. ....... 0 dl-arginine M/4.000 ....... 0 
6 Ac. dl-amino-butyrique M/4.000 . 0 Gi-bysine INS 000m actors ea 0 
4 j di-thréonine M/4.000. ...... 0 dl-proline’M/4:;000... <2 30). 0 
: di-valine- M/%.000.. . .s .. «|. 0 dl-phénylalanine M/4.000 . . 0 
BZ l-leucine M/4.000 Peds eek 3? sats ee Tr. btyrentid-(eatt) Lo i et 0 
i-leucine M/40.000.. ... .=.. .- 0 | histidine M/4.000 0 
l-leucine M/400.000 ...... 0 SEIN NS ATE Ma 5 OD al 3s 
Ac. dl-aspartique M/4.000 .. ..| 0 | l-tryptophane M/4.000...... 0 
3 I] faut souligner que la cystéine se montre complétement inac- 
tive, incapable, semble-t-il, de remplacer, méme partiellement, la 
: méthionine. Enfin, |’activité trés élevée de concentrations trés 
E faibles de méthionine, comparée 4 |’absence totale d’activité des 
4 autres amino-acides (leucine 4 part), permet d’écarter lhypo- 
thése d’aprés laquelle cette activité serait due 4 une impureté. 


En revanche Ja méthionine se montre complétement inactive 
vis-a-vis de la forme M. Des cultures des clones M étalées sur 
milieu G. S. en présence ou en absence de méthionine (M/4.000) 
ne présentent aucune différence appréciable. 

Ces expériences indiquent que la méthionine constitue un facteur 
de croissance indispensable a Ja forme N, et il semble bien que ce 


(1) On sait que de telles impuretés sont courantes, Mueller (1935) a 
trouvé jusqu’x 5 p. 100 de méthionine dans des échantillons commer- 
ciaux de leucine. 


0 ee es 
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soit le seul (2). Ceci est confirmé par l’expérience suivante : un 
clone N a subi 15 passages journaliers en milieu S additionné de 
méthionine (M/1.000). Les étalements effectués au 2° et au 15° 
passage ont montré que ce clone était toujours constitué par des 
individus N et que la proportion d’individus M ne s’y était pas 
sensiblement accrue, alors que Je témoin, cultivé en milieu S sans 


méthionine, ne montrait plus, dés le deuxiéme passage, que des 


colonies M. 

Autrement dit, l’adjonction de méthionine au milieu synthétique 
permet l’entretien dans ce milieu de la forme N, et suffit pour 
supprimer la sélection de la forme M aux dépens de la forme N. 


3° EQuILIBRE ET TAUX DE CROISSANCE DES FORMES M er N 
EN MILIEU SYNTHETIOUE. 


1° PRoporTION D’InpIvinus M pans Les cutTuREsS N. — Parmi les 
colonies M apparues sur une plaque de milieu G. S. ensemencée 
avec la culture N, on peut en principe distinguer deux catégories 
de colonies. 

a) Les unes proviennent d’individus M qui étaient présents dans 
la culture au moment de l’ensemencement. Ce sont des « colonies 
primitives ». 


b) Les autres proviennent d’individus M apparus, par mutation, — 


aprés l’ensemencement, au milieu des microcolonies N. Ce sont 
des « colonies secondaires ». 

La numération des « colonies primitives » permettrait de déter- 
miner la proportion d’individus M présents dans la culture N au 
moment de ]’étalement. On ne saurait espérer distinguer les colo- 
nies réellement primitives des colonies venant d’individus M 
apparus quelques heures seulement aprés ]’étalement. Mais il est 
clair que ces derniéres doivent étre assez rares par rapport aux 
colonies primitives, 4 moins que le taux de muiation ne soit extra- 
ordinairement élevé. : 

Effectivement aprés quatorze heures 4 37°, un étalement sur 
milieu G. S. d’une goutte de culture N comprenant approximati- 
vement 50.000 germes montre une dizaine de colonies M, juste 
visibles 4 l’ceil nu, et de dimensions assez homogénes. Apres trente- 
six heures a 87° le nombre des colonies visibles A l’ceil nu a 
augmenté dans de trés fortes proportions, mais elles sont de tailles 
diverses, témoignant de leurs Ages variés. I] semble donc que 1l’on 
puisse considérer les colonies alteignant enemble et les premiéres 
les limites de la visibilité, comme des colonies primitives. 


(2) Dans ces conditions on doit se demander comment il se fait que 
tes bactéries N donnent naissance & des colonies, si petites soient-elles, 
sur milieu G.S. sans méthionine. Il est certain que ces colonies se déve- 
loppent gréce aux impuretés apportées par l’ensemencement. 


a 
x 


a 
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. 


En se basant sur ces considérations on a cherché a déterminer 
la proportion d’individus M (colonies M comptées aprés douze 
heures 4 37° sur des étalements en milieu G. S. pur) et N (colonies 
comptées sur milieu G. S. additionné de méthionine) au cours des 


_repiquages successifs d’un clone LA N, cultivé en milieu S addi- 


tionné de méthionine (M/1.000) et d’acide glutamique (M/20.000). 
(On verra plus loin pourquoi il a été jugé préférable d’additionner 
les. cultures d’acide glutamique). Ces cultures étaient faites dans 
de petites fioles coniques 4 long col, agitées pendant dix-huit 
heures 4 37° pour assurer une croissance réguliére et uniforme. 
Les étalements étaient pratiqués a la dix-huitiéme heure. II faut 
noter que, dans les conditions de ces essais, les cultures avaient a 
ce moment cessé de s’accroitre par suite de |’épuisement du glucose. 

Le tableau suivant exprime les résultats : les chiffres donnent 
le nombre de colonies comptées sur chaque boite. Ils sont A multi- 
plier par les dilutions relatives employées pour chaque série 
d’étalement. 

On constate que les chiffres trouvés sont assez variables, ce qui 
témoigne des difficultés rencontrées : la numération de ces colo- 
nies plates et hyalines, a la limite de la visibilité, étant fort déli- 
eate. Il apparait néanmoins que le rapport M/N est relativement 
stable, en ce sens qu’il n’y a pas de tendance marquée a |’augmen- 
tation ou A la diminution au cours des passages successifs. La 
moyenne générale (M/N=1/2.500) peut étre considérée comme 
donnant un ordre de grandeur acceptable. 


Tasieau IJ. — Proportion d’individus N et M au cours 
de repiaquages successifs du cléne LA,bN en milieu synthétique. 


2° PASSAGE 5° PASSAGE 8* PASSAGE 42° PASSAGE 
16 20 49 44 

M (X 10°). . 29 40 29 18 

32 | st 24 38 
N+M (X 105) . 25 | 70 31 33 
ey 4/4.300 4/5.000 1/1.500 4/2 500 
N+M 
2° TauxX DE CROISSANCE DES CLONES M et N. — Pour que les 


clones N cultivés en milieu S+méthionine ne se transforment pas 
en clones M, il faut nécessairernent que le taux de croissance des 
bactéries M soit inférieur 4 celui des bactéries N dans ce milieu. 

Les taux de croissance ont été déterminés directement avec un 
clone M et un clone N. Les cultures étaient faites en milieu S 
a 0,2 p. 1.000 de glucose, additionné de méthionine M/1.000 et 
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d’acide glutamique M/4.000, En effet, lors des premiers essais, il 
est apparu qu’avec les deux formes, la croissance ne commenealt 
qu’apres un temps de latence de plusieurs heures, pour peu que 
les ensemencements ne fussent pas trés denses. Ce temps de 
latence est supprimé presque complétement en présence d’acide 
glutamique. I] s’agit d ailleurs 14 d’un phénoméne tout different de 
celui qui nous préoccupe, et sur Jequel il n’y a pas lieu de s’étendre 
ici (voir a ce sujet Knight 1945, 147). ; 

La croissance a été déterminée dans les conditions et avec les 
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Fic. 2. — Croissance d'un cléne N et d'un clone M @ 37° on milieu synthétique 


additionné de méthionine. D’aprés la pente de la droite en pointillé, on déduit 
les taux de croissance pendant la phase exponentielle : 1,05 divisions 4 l'heure 
pour le clone M; 1,45 divisions 4 l'heure pour lecléne N. + 


méthodes décrites ailleurs (Monod, 1942). [Cultures en fioles 
coniques agitées au sein d’un thermostat, mesures a 1’électro- 
photométre de Meunier]. Les essais ont été faits en double. Le 
graphique ci-dessus (fig. 2) exprime ces résultats, et permettra 
de juger de leur précision et de leur fidélité. D’aprés la pente 
de la droite correspondant & la phase exponentielle, on calcule 
que le taux de croissance dans ce milieu est de 1,05 divisions 
4 l’heure pour le cléne M, et de 1,45 divisions a l’heure pour le 
cléne N. 

Dans les conditions de ces expériences, l’arrét de la croissance 
était imposé par l’épuisement du milieu en glucose. On avait 
véerifié, en effet, que le maximum reste proportionnel & la teneur 
du milieu du glucose jusqu’a des concentrations supérieures a 


a 
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2 p. 1.000. Dans les essais résumés par le graphique (fig. 2) le 
maximum atteint par les deux formes était le méme aux erreurs 
de mesures (en l’occurrence 2 p. 100) prés. Ce maximum corres- 
pond & environ 25x 10° germes « exponentiels » (c’est-a-dire de 
la taille observée pendant la phase exponentielle) par centimétre 
cube. 

Discussion. 


1° GaINS ET PERTES DE FONCTIONS PAR MUTATION. — Confor- 
mément a la conception défendue par Lwoff (1932, 1948), puis 
par Knight (1936, 1945) sur la nature et le réle des facteurs de 
croissance, conception aujourd’hui généralement admise, on peut 
résumer comme suit l’interprétation des faits qui viennent d’étre 
exposés : la forme « normale » (N) de la souche LA a besoin 
de méthionine pour sa croissance, mais n’en fait pas la synthése. 
Elle ne peut donc se développer en l'absence de méthionine, mais 
elle peut, par mutation, donner naissance A une forme (M) 
capable de faire cette synthése, donc de se développer en milieu 
synthétique. 

Les observations faites établissent \en particulier trés claire- 
ment que la variation de pouvoir de synthése qui différencie Ja 
souche M de la souche N se produit par mutation spontanée, et 
non par un mécanisme d’adaptation. 

Ce point est important. En effet, si l’on connaissait depuis 
longtemps (et avant méme que ne fussent élaborées les notions 
de pouvoir de synthése et de métabolite essentiel) de nombreux 
exemples de variations des exigeances nutrilives chez diverses 
bactéries, en revanche le mécanisme de ces variations restait 
obscur, méme dans les quelques cas qui avaient fait l’objet de 
recherches particuliéres. Aussi Knight (1936), se référant surtout 
au cas Je mieux connu alors, celui des souches de E. typhosa 
« entrainées » Aa se passer de tryptophane (Braun et Cahn- 
Bronner, 1921-1922; Fildes, Gladstone et Knight, 1933; Fildes 
et Knight, 1933), pouvait-il préférer |’hypothése d’une adaptation 
enzymatique. Cependant, plus récemment Koser et Wright (1943) 
ont montré que certaines souches de bacille dysentérique pou- 
vaient étre « entrainées » a se passer d’acide nicotinique. 
D’expériences précises ils concluent que ceei résulte de la sélec- 
tion de variants préexistants, apparus par mutation. Elie 
Wollman (1946) a montré d’autre part que certaines mutations de 
résistance au bactériophage chez EF. coli impliquaient la perte du 
pouvoir de synthése de la proline. Les formes proline-négatives 
pouvaient redonner par mutation spontanée, des formes proline- 
positives. En ce qui concerne non plus Jes gains, mais les pertes 
de pouvoir de synthése, on connait depuis peu plusieurs 
exemples de mutations induites par les rayons X (Gray et Tatum, 
1944) ; de plus quelques souches déficientes ont pu étre isolées 
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a parlir d’une souche normale d’E. coli, par Roepke, Libby el 
Small (1941) parmi les témoins non irradiés d'une expérience 
sur l'action des rayons X. Ces souches provenaient sans doute 
de variants spontanés. 


Notons enfin que si l’on connait bien a |’heure actuelle le déter-— 


minisme de nombreuses adaptations enzymatiques, il semble 
qu’il n’existe aucun cas bien établi oi une variation de ce type 
ait entrainé une modification irréversible (ou méme quelque peu 
durable) et d’ot ’hypothése d’une sélection de variant spontané 
soit exclue. Ce qui ne signifie pas d’ailleurs que certaines muta- 
tions ne puissent impliquer une modification de « J’adaptivité » 
de certains enzymes (Monod et Audureau, 1946). 

En résumé, les variations de pouvoir de synthése, chez les 
bactéries paraissent, dans les cas ott le phénoméne a pu ¢ctre 


analysé, liées a des transformations brusques, se produisant chez 


une proportion trés faible d’individus, variations quil ny a 
aucune raison de ne pas assimiler, au moins provisoirement, a 
des mutations géniques. 

La grande majorité des souches de bactéries coliformes sont 
des allo-autotrophes (Lwoff, 1948), c’est-a-dire font la synihése 
de tous les métabolites essentiels. On se saurait douter que la 
souche étudiée ici ne dérive d’une souche 4 pouvoir de synthése 
complet. I] est fort possible d’ailleurs que cette forme primitive 
soit identique a la forme M. La stabilité des clones M, démontrée 
par 25 passages en bouillon, prouve simplement que la muta- 
tion M —>N, si elle est possible, est extrémement rare. (Une éva- 
luation approximative montre que dans cette hypothése la proba- 
bilité de transformation M—>N doit étre inférieure 4 10—*! par 
bactérie et par division.) 


2° TAUX DE CROISSANCE ET TAUX DE MUTATION. — En principe, 
connaissant les taux de croissance des formes normale et mutante 
dans un milieu donné, et la proportion d’individus mutants parmi 
les normaux, il est possible de calculer Je taux de mutation. Les 
bases de ce calcul ont été données par Delbriick (1945). 

Posons : 
N, nombre de bactéries « N » au temps f. 
M, nombre de bactéries « M » au temps f. 
Ky, taux de croissance de la forme N dans le milieu utilisé. 
Kar, taux de croissance de la forme M dans Jes mémes conditions. 
a, taux de mutation (probabilité pour chaque bactérie N de se transformer en M, 

par unité de temps). y 

Dans une culture contenant des bactéries N et des bactéries M, 
les accroissements pour chaque catégorie sont donnés par : 

dN ) 
“1p = KXN — aN, (A) 


dM A 
ee Kx M + aN. (2) 


thigh gt iggat 


— ve ay aay 


=e 


ee 
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Par intégration, et en supposant qu’au temps t = O, M = O, 
onc-encure < 
M a 


No Reser ree beim eh 


Et | on voit que lorsque t est grand on aboutit A un équilibre : 


M a 
My Reg a: (3) 

Si nous admettons pour C la valeur moyenne donnée par les 
numérations des colonies M et N dans les conditions décrites plus 
haut, et pour Ky et Kyles valeurs des taux de croissance des 
deux formes en milieu S pendant la phase exponentielle, nous 
trouvons pour le taux de mutation, a, la valeur 10—* environ, en 
prenant pour unité de temps le temps de division des bactéries N. 

Quel crédit peut-on accorder, en l’occurrence, au taux de muta- 
tion ainsi déterminé ? A la vérité, outre l’imprécision des résultats 
concernant la mesure du rapport M/N, Vutilisation, dans le cas 
qui nous occupe, de l’expression (8) ne va pas sans soulever des 
objections sérieuses. 

1° La valeur de ©, c’est-a-dire du rapport M/N, a été déterminée 
sur des cultures dont la croissance était arrétée. Or les expres- 
sions (1 et 2) impliquent que la croissance soit exponentielle. 

2° Le taux de croissance, Km, dés bactéries M a été déterminé 
avec des cultures M pures. Or il se pourrait gu’en cultures mixtes 
(mélange de N et de M) la valeur de Km soit différente. 

Le résultat n’est donc acceptable que si l’on admet : a) que la 
mutation est lige a la division, et ne se produit pas dans des cul- 
tures arrétées : b) que les chances de survie des bactéries M et N, 
dans les cultures arrétées faute d’aliment carboné, sont 4 peu prés 
les mémes ; c) que la présence de bactéries N n’influe pas sur le 
taux de croissance des bactéries M. . 

La premiére hypothése (a), pour vraisemblable qu’elle paraisse, 
souléve un probléme fondamental, et qui n’est pas résolu. Les 
hypothéses b et ¢ paraissent acceptables en premiére approxima- 
tion. Au total il semble que l’on puisse admettre, au moins provi- 
soirement, que la valeur trouvée correspond effectivement 4 l’ ordre 
de grandeur du taux de mutation spontanée M—>N. 

Les données relatives au taux de mutation spontanée chez les 
bactéries sont malheureusement trés rares encore. Bunting (1940) 
pour une mutation pigmentaire chez Serratia marcescens a trouvé 


4 une probabilité de 0,3 p. 100 par quarante-huit heures, ~ et 
7 0,01 p. 100 pour Ja mutation réverse. Ltordre de grandeur est 
= done comparable (compte tenu du temps de division) a celui de 
A la mutation étudiée ici. Luria et Delbruck (1943) et Demerec et 
. Fano (1945) trouvent des valeurs 1.000 4 10.000 fois plus faibles 
z pour des mutations de résistance au bactériophage chez FE. coli. 


Te ——— 
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Il faut souhaiter que se développent les méthodes de détermina- — 


tion des taux de mutation chez les bactéries, car il doit étre pos- 
sible d’aborder par cette voie plusieurs problémes fondamentaux 
relatifs a ]a nature du géne et au mécanisme de la mutation. 


Conclusions. 


1° La forme « normale » (N) de la souche étudiée est incapable 
de synthétiser la méthionine ; 

2° La forme N donne par mutation spontanée une forme M, 
capable de faire cette synthése ; 

3° La forme M est stable ; la mutation réverse, si elle se pro- 
duit, doit étre trés rare ; 

4° Les taux de croissance des formes N et M en milieu synthé- 
tique additionné de méthionine, ont été déterminés ; 

5° Une évaluation approximative du nombre relatif d’indi- 
vidus M et N dans Jes cultures est donnée ; 

6° Ces données permettent de calculer un taux de mutation. La 
valeur du résultat est discutée. 
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SUR LA VEGETATION 
DU BACILLE DE KOCH EN PROFONDEUR 


par A. ANDREJEW (°*). 


(Institut Pasteur. Laboratoires de recherches sur la tuberculose.) 


La vitalité du bacille de Koch en suspension dans un milieu 
liquide est mise en évidence in vitro par la culture en milieu de 
Besredka par exemple, ot ce germe se développe d’emblée en 
profondeur ; in vivo par sa multiplication dans les épanchements 
d’origine tuberculeuse. ; 

Le bacille tuberculeux étant aérobie, comment et sous quelle 
forme se procure-t-il de Voxygéne lorsqu’il se trouve ainsi 
immergé ? 

Nous nous proposons d’apporter ici le résultat des recherches 
qui nous ont permis de résoudre certains aspects de cette question. 
* 

* 

Depuis la constatation du développement du bacille de Koch 
en profondeur en milieu de Besredka aucun argument n’a été 
apporté sur ce sujet. 

Toutefois certains auteurs ont présenté quelques observations 
nouvelles sur le rapport d’ordre général, existant entre la priva- 
tion en oxygéne et les variations de la croissance du bacille de 
Koch, selon le milieu. 

Ainsi F. G. Novy et M. H. Soule ont démontré l’influence défa- 
vorable que Ja pénurie d’oxygéne exerce en général sur la crois- 
sance du bacille tuberculeux. 

Maurice L. Cohn, dans un travail récent, a confirmé que le 
bacille de Koch pousse mieux, in vitro, lorsqu’on lui fournit de 
loxygéne en abondance, mais qu’1l est capable de poussées épar- 
ses en présence de peu d’oxygéne lorsqu’un bon milieu nutritif, 
tel que le milieu a l’ceuf, est employé. 

Cependant, le terme de « bon milicu » ne semble pas suffisant 
pour expliquer ce phénoméne. I] existe, en effet, de trés bons 
milieux c’est-a-dire des milieux ot le développement du bacille est 
particuliérement rapide et abondant dans les conditions normales 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 11 octobre 1945. 
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de culture et ou néanmoins la croissance en profondeur ainsi qu’ une 
«meilleure résistance » 4 Ja pénurie d’oxygéne ne s observent pas. 

L’hypothése selon laquelle l'utilisation par le bacille de Koch 
de l’oxygéne chimiquement lié serait possible est basée avant tout 
sur la végétation de ce bacille en profondeur. Par conséquent |’ana- 
lyse de ce fait semble capable d’élucider le probléme. 


I. — La REDUCTION DU BLEU DE METHYLENE. 
A. ANAEROBIOSE. 


Une suspension homogene de 2 g. de bacilles tuberculeux humains 
dans 50 c.c. de liquide nutritif est répartie dans des tubes (du type 
tube de Hall) jusqu’A l’étranglement en évilant les bulles d’air 
au-dessous de la bille obturatrice. Une partie de ces tubes est addi- 
tionnée de I a IV gouttes d’une solution aqueuse de bleu de méthyléne 
a 0,2 p. 100 pour 20 c. c. de milieu. 


Nous obtenons ainsi deux séries de tubes contenant Ja méme sus- 
pension avec ou sans bleu de méthyléne. Certains tubes conte- 
nant deux couches de la suspension colorée, séparées par |’étran- 
glement bouché, servent en méme temps de témoins colorimé- 
triques : la couche de 1 cm. environ qui se trouve au-dessus de 
)’étranglement est au contact de lair ; tandis que la couche infé- 
rieure se trouve en anaérobiose. 

Dans certains cas des ballons spéciaux pour anaérobiose (décrits 
dans notre mémoire sur le mélabolisme respiratoire du bacille de 
la fléole) (1) ont été employés également, ainsi que des tubes a essai 
ordinaires, du méme diamétre que les tubes étranglés (I em. 5). 

Le tout est porté a l’étuve a 388°. 

A des intervalles donnés on procéde a des pieersan Gia colorimé- 
triques, & des mesures respiratoires sur l’appareil de Warburg 
ou a des ensemencements sur le milieu de Léwensteir. 

Une suspension neutre de bacilles tuberculeux en milieu de 
Long, soumise a l’anaérobiose décolore le bleu de méthyléne. 
Cette réduction se produit d’autant plus rapidement que Ja culture 
employée est plus jeune et que les bacilles sont plus nombreux. 

Or, le leucodérivé du bleu de méthyléne étant un produit d’hy- 


drogénation — une molécule de colorant fixe deux atomes d’hydro- 


géne — il s’ensuit que Ja décoloration du bleu de méthyléne est 
une preuve du pouvoir réducteur des bacilles tuberculeux se trou- 
vant en suspension. Et, étant donné que tout systéme qui céde 
de Phydrogéne subit une oxydation, la réduction du bleu de méthy- 
lene s’expliquerait par le fait que les bacilles en suspension uti- 
lisent l’oxygéne absorbé par le milieu. 


(1) Société frangaise de Microbiologie, séance du 5 juillet 1945. 
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En effet, il suffit de rompre ]’anaérobiose pour que la coloration 
bleue réapparaisse immédiatement. 

Une suspension neutre de bacilles tuberculeux vivants, addi- 
tionnée de bleu de méthyléne et mise a l’abri de l’air, présente 
deux périodes colorimétriques distinctes 

La premiére est caractérisée par la teinte bleue qui se prolonge 
d’autant plus que la concentration bacillaire est moindre et pour 
une méme concentration d’autant moins que la culture est plus 
jeune. Toutefois la concentration bacillaire ne doit pas étre infé- 
rieure 4 une certaine limite au-dessous de laquelle la décoloration 
dans les mémes conditions ne se produit pas. L’age de la culture 
intervient également mais a partir de quinze jours d’étuve environ. 

La deuxiéme période, de méme durée que |’anaérobiose, est 
caractérisée par une décoloration compléte du bleu de méthyleéne. 

Un stade intermédiaire de décoloration progressive, plus ou 
moins rapide, du bleu de méthyléne, assure la liaison entre ces 
deux périodes. 

Au point de vue physico-chimique, il se produit, par conséquent, 
un abaissement du potentiel d’oxydo-réduction de la suspension 
microbienne. 

Au point de vue physiologique, les bacilles lors de la premiére 
période consomment ]’oxygéne absorbé par le milieu et aprés 
lavoir consommé utilisent, lors du stade intermédiaire, le bleu de 
méthyléne, en tant qu’accepteur d’hydrogéne. La deuxiéme période 
correspond a l’anaérobiose complete. 


* 
* O* 


Nous avons cherché a préciser la question de savoir si la 
réduction du bleu de méthyléne est due a Vactivité vitale du bacille 
de Koch ou a la simple présence de corps bacillaires indifférem- 
ment vivants ou morts ou enfin a leurs produits de sécrétion. 

Le milieu de Long contenant en suspension 2 g. de bacilles d’une 
culture agée de treize jours, pour 50 c. c. de milieu, réduit le bleu 
de méthyléne en moins d’une heure d’anaérobiose. 

Afin d’écarter toute cause d’erreur possible provenant du milieu 
méme nous avons cherché tout d’abord 4 préciser |’influence 
du milieu de Long pur sur le bleu de méthyléne en anaérobiose. 
Aprés avoir constaté que le milieu de Long pur est faiblement 
réducteur lui-méme et décolore le bleu de méthyléne en quarante- 
huit heures d’anaérobiose, nous avons choisi pour base de notre 
expérience une solution non nutritive de pH 7,4, tamponnée avec 
des phosphates de Na et de Kk, qui s’est révélée inactive sur le 
bleu de méthyléne dans les mémes conditions. Les suspensions 
faites dans les proportions indiquées a partir des bacilles tuber- 
culeux vivants se sont montrées réductrices en milieu non nutritif 
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et le bleu de méthyléne fut décoloré en anaérobiose dans toutes les 
expériences sans exception en moins d’une heure, en présence, 
comme a l’abri de la Jumiére. . 

Par contre, les bacilles morts, dans Jes mémes conditions, n’exer- 
caient aucune influence sur le bleu de méthyléne. Le milieu de 
Long altéré par vingt jours de culture restait également sans 
aucune influence. 

Par conséquent la réduction du bleu de méthyléne dans ces 
conditions est due essentiellement 4 l’activité respiratoire des 
bacilles tuberculeux vivants aux dépens de particules nutritives 


emportées. 
* 
* x 


Cependant la réduction du bleu de méthyléne n’exerce-t-elle pas 
par elle-méme une influence physiologique sur Je bacille de Koch 
en anaérobiose ? 


La suspension microbienne est distribuée dans une série de tubes 
spéciaux pour anaérohbiose, décrits plus haut, une partie de ces tubes 
recoit du bleu de méthyléne. A des intervalles relativement rapprochés, 
deux tubes, l’un avec et l’autre sans bleu, sont retirés de l’étuve et 
les suspensions étant rendues homogénes, on mesure la respiration 
bacillaire au moyen de l’appareil de Warburg, dont le thermostat est 
réglé a 38°. 

Afin d’écarter toute cause d’erreur due soit 4 l’oxydation du leuco- 
dérivé, soit & la présence du bleu de méthyléne et opérer dans des 
conditions aussi semblables que possible pour les deux prises d’essai, 


nous laissons dans le premier cas — tube a bleu de méthyléne réduit 
— s’établir un large contact avec l’air pendant trois heures, et dans 
le second cas — suspension sans bleu de méthyléne — nous ajoutons 


la méme quantité de bleu de méthyléne également trois heures avant 
la mesure des échanges respiratoires. Ces précautions paraissent 
d’autant plus suffisantes que le leucodérivé exposé a l’air s’oxyde 
presque instantanément, le bleu de méthyléne retrouvant ainsi sa 
teinte initiale, et que l’action que peut exercer Je bleu de méthyléne 
sur la respiration d’une suspension bacillaire est également immédiate. 
(Le bleu de méthyléne a cette proportion, sans exercer une action 
bactériostatique appréciable, accroit légérement l’intensité respiratoire 
des bacilles en milieu de Besredka. Par contre, le développement du 
voile se trouve considérablement entravé, par suite de la présence du 
bleu de méthyléne, en milieu de Long, sans que l’intensité respiratoire 
des germes en soit sensiblement influencée.) 


Une suspension contenant 1,77 g. de bacilles humides (souche 
humaine agée de douze jours sur milieu de Long) pour 40 c. ¢. 
de milieu de Long, aprés vingt-quatre heures d’anaérohiose a 38°, 
consemme par centimétre cube et par heure, pour le tube ow la 
réduction du bleu de méthyléne a eu lieu : 206 mm? d’oxygéne et. 
pour le tube témoin 208 mm? et 204,6 mm® selon les expériences. 
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La méme suspension aprés trois jours d’anaérobiose consomme 
dans les mémes conditions : 

74,4 mm* et 74,8 mm’ d’oxygéne pour le tube qui contenait le 
leucodérivé et 74 mm® pour le tube témoin. 

Et aprés cinquante-deux heures, respectivement 74 mm et 
73 mm* selon les tubes. 

On peut done conclure que le fait méme de Ja réduction du bleu 
de méthyléne n’exerce aucune influence sur la vitalité des bacilles 
en anaérobiose. Le bleu de méthyléne, dans ces conditions, semble 
ainsi jouer uniquement le réle d’indicateur du potentiel d’oxydo- 
réduction. Etant donné que pour un pH 7 le bleu de méthyléne 
se décolore lorsque le rH est trés voisin du 0 et pour pH 7,4 quand 
rH = O, la réduction compléte du bleu de méthyléne pour une 
suspension microbienne a base de milieu de Long ou de la solution 
non nutritive — 7,2 << pH < 7,4 — peut étre pratiquement 
considérée comme |’indice de l’absence d’oxygéne libre. 


B. Aéropiose. —— Au cours de nos expériences, nous avons cons- 
taté que lorsqu’une suspension de bacilles tuberculeux de méme 
concentration que précédemment et additionnée de bleu de méthy- 
léne se trouve dans un tube ouvert, il se forme en moins d’une 
heure — plus rapidement a 38° qu’a 20° — deux zones distinctes 
de coloration. 

La tendance méme 4 la formation de ces deux couches se révéle 
presque instantanément et le contraste en s’accentuant progres- 
sivement devient trés net aprés une heure. 

La zone supérieure qui reste au contact de |’air et dont |’ épais- 
secur varie entre 1/2 et 1 cm. pour la concentration bacillaire 
employée, garde la coloration bleue avec son intensité initiale, 
tandis que le reste, qui représente presque la totalité d’une sus- 
pension quand celle-ci a plusieurs centimétres d’épaisseur, devient 
incolore. 

Lorsqu’on laisse ces tubes 4 |’étuve, on constate chaque jour 
une augmentation de la zone bleue aux dépens de Ja zone incolore ; 
des trainées bleues descendent jusqu’au fond du tube a travers la 
zone décolorée ; finalement au bout d’un temps, qui varie selon 
l’age de la culture, et qui est dans ces expériences de quatre jours 
pour une culture sur milieu de Long agée de quatorze jours du 
bacille humain 239 H de virulence élevée, la suspension entiére 
redevient bleue comme au début. 

Etant donné, comme nous l’avons précisé plus haut, qu’en 
milieu neutre ou alcalin le bleu de méthyléne traduit sous sa forme 
colorée l’aérobiose et a l’état de leucodérivé |’anaérebiose, une 
méme suspension de bacille tuberculeux exposée a l’air présente 
donc des zones diverses dont les unes sont pourvues d’oxygéne 
libre alors que les autres en sont privées. L’apparition, dés le 
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début de |’expérience, de deux zones de coloration et la formation 
progressive d’une zone bleue trés superficielle et d’une zone inco- 
lore occupant tout le reste de la suspension indiquerait que l'état 
d’anaérobiose totale est créé par les bacilles dans toute la zone 
décolorée, c’est-a-dire dans la quasi totalité de la suspension malgré 
son exposition a lair. 

L’équilibre entre la vitesse d’arrivée de l’oxygeéne par diffusion 
d’air et sa consommation par les bacilles n’étant pas assuré, saul 
pour la zone superficielle qui reste bleue, nous assistons ici 4 une 
mortalité croissante des bacilles qui explique l’augmentation pro- 
gressive de la zone bleue et qui s’exprime par une baisse respira- 
toire, la consommation d’oxygéne par centimétre cube de la sus- 
pension employée et par heure passant de 85 mm* a 21 mm® en 
vingt-quatre heures. 

Lorsque la mortalité bacillaire permet 4 Ja suspension d’établir 
un équilibre d’ordre cinétique entre la vitesse de l’arrivée de l’oxy- 
géne et sa consommation, toutes les zones anaérobies disparais- 
sent et la coloration de la suspension entiére redevient uniformé- 
ment bleue, comme au début. 

Nous voyons ainsi que dans certains cas le méme fait de |’im- 
mersion équivaut pour les bacilles tuberculeux a un état d’anaéro- 
biose totale et dans d’autres a un état d’aérobiose uniquement selon 
le nombre des bacilles vivants, et pour un méme nombre, lors- 
qu’il est élevé, selon les différentes zones de la méme suspension. 
D’autre part un dépdt bacillaire, qui se forme au cours de l’expé- 
rience, favorise également une rétention de la zone bleue, sans 
conditionner toutefois le phénoméne d’oxydation totale de la forme 
réduite du bleu de méthyléne, car les bacilles méme accumulés au 
fond du tube décolorent le bleu de méthyléne surnageant, lorsqu’ils 
sont vivants et nombreux. En outre, une suspension microbienne 
redevenue entiérement bleue aprés trois jours d’étuve et rendue 
de nouveau homogéne ne décolore plus le bleu de méthyléne. Par 
conséquent la mortalité bacillaire reste, en fin de compte, le fac- 
teur régulateur essentiel de l’équilibre. Le nombre des bacilles sur- 
vivants au moment ow |’équilibre est atteint, varie sensiblement 
d’un milieu a l’autre : il est, par exemple, trés supérieur en milieu 
de Besredka qu’en milieu de Long. 

Dans tous les cas lorsque le nombre croissant des bacilles en 
suspension parvient 4 établir l’anaérobiose, la mortalité bacillaire 
intervient et rétablit l’équilibre spécifique pour le milieu donné, 
entre la vitesse de l’arrivée de l’oxygéne et sa consommation par 
les bacilles qui restent vivants. 


* 
* x 
Le fait qu’un certain équilibre s’établit au bout de quelque 
temps, nous a incité a essayer de créer cet équilibre artificielle- 
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ment par une simple variation du nombre des bacilles afin de 
preciser approximativement la quantité maxima des germes sus- 
ceplibles de respirer, dans une suspension donnée, sans produire 
de zones d’anaérobiose. ! 


1,9 g. de bacilles humides (239 H provenant d’une culture sur milieu 
de Long agée de dix jours) est mis en suspension dans 30 c. ¢. de 
milieu de Long frais. Cette suspension est progressivement étendue 
avec du milieu de Long. Les dilutions ainsi obtenues sont distribuées 
stérilement dans une série de tubes de 10 cm. de hauteur sur 1 cm. 
de diamétre a raison de 5 c.c. par tube et de II gouttes de bleu de 
méthyléne a 0,2 p. 100. Les tubes bouchés au coton sont portés 
a Vétuve a 38°. 


La zone incolore, prépondérante dans toutes les dilutions con- 
tenant plus de 1,5 g. de bacilles pour 100 c. c. de la suspension, 
devient, aprés une heure d’expérience, moins importante que la 
zone bleue dans toutes les suspensions dont la concentration en 
bacilles est égale ou inférieure a 1 g. pour 100 ¢. c. 

Aucune décoloration du bleu n’est constatée pour la dilution 
contenant 0,05 g. de bacilles humides pour 100 c. c. Toutes les 
suspensions de cette concentration sont restées uniformément 
colorées aprés deux heures d’étuve (et méme aprés trois, quatre 
et vingt-quatre heures). 

Etant donné l’age de la culture employée (dix jours), le nombre 
des bacilles morts y est négligeable. En outre, une immersion de 
deux heures et méme de quatre heures ne cause qu’une mortalité 
bacillaire également négligeable (la baisse respiratoire est presque 
nulle) ; d’autant plus négligeable, d’ailleurs, que la culture est 
plus jeune. Nous pouvons donc conclure que les bacilles employés 
restent vivants pendant toute Ja durée de |’expérience de deux 
heures. 

Puisque dans le cas d’une dilution a 0,05 g. de bacilles pour 
100 c.c. de milieu de Long, l’activité respiratoire des bacilles 
vivants ne réduit pas le bleu de méthyléne, c’est done que les bacil- 
les se trouvent dans les conditions d’équilibre approximatif entre 
larrivée de Voxygéne libre et sa consommation. 

Cet équilibre pour un cylindre liquide de 5c. c. ayant 1 cm. de 
diamétre correspond approximativement pour le milieu de Long 
a 0,0025 g. de bacilles humides (non essorés). 


Ces expériences répétées dans les mémes conditions en milieu 


de Besredka — suspension de 1,5 g. de bacilles dans 30 c. c. de 
milieu additionné de bleu de méthyléne, mettent en évidence le 
méme phénoméne de séparation en deux zones. _ 

Cependant, la zone bleue, pour les mémes dilutions, aprés une 
heure d’étuve, parait élre plus étendue et d’une coloration nette- 
ment plus intense en milieu de Besredka qu’en milieu de Long ; 
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tandis que la deuxiéme zone reste souvent trés légerement colo- 
rée en bleu-verdatre. 

D’autre part, Ja suspension contenant 0,15 g. de bacilles pour 
100 c. c. ne subit aucune décoloration. I] s’ensuit que l’équilibre 
entre l’arrivée et la consommation de |’oxygéne s’établit en milieu 
de Besredka en présence d’un nombre trois fois plus important 
de bacilles qu’en milieu de Long; les deux milieux étant placés 
dans les mémes conditions d’aération. : 

Aprés vingt-quatre heures d’étuve, cette différence entre le milieu 
de Besredka et le milieu de Long devient trés accentuée. Tandis 
qu’en milieu de Long nous obtenons une coloration bleue homo- 
géne pour les dilutions contenant 0,025 g.; 0,05 g. ; 0,075 g. et 
0,1 g. de bacilles pour 5 c. c., les concentrations bacillaires plus 
fortes restant toutes décolorées ; en milieu de Besredka la colo- 
ration bleue s’établit uniformément dans toute la série des dilutions 
et méme dans la suspension de départ non diluée. Or, c’est seule- 
ment aprés deux a trois jours d’étuve que nous consiatons Je méme 
phénoméne en milieu de Long. Par conséquent la zone bleue unique 
s’établit deux ou trois fois plus vite en milieu de Besredka qu’en 
milieu de Long; en d’autres termes, l’équilibre entre l’arrivée de 
Voxygéne libre et sa consommation est alteint 2 ou 3 fois plus 
vite dans un cas que dans l'autre. 

Or, il serait absurde d’admettre que les bacilles immergés meu- 
rent plus vite en milieu de Besredka oti ils poussent en profondeur, 
qu’en milieu de Long ot ils ne poussent pas. 

Ainsi ]’oxydation du leucodérivé du bleu de méthyléne parait 
étre favorisée par la présence d’une quantité plus importante d’oxy- 
géne disponible, en milieu de Besredka qu’en milieu de Long. 

D’autre part, la mortalité bacillaire étant le régulateur principal 
de l’augmentation progressive de la zone bleue, ce fait peut servir 
d’indice de la mortalité dans une suspension suffisamment con- 
centrée de bacilles et en présence d’air, Jorsqu’un seul milieu est 
utilisé dans toutes les expériences. Ce méme indice perd toute 
sa valeur lorsqu’il s’agit de comparer des expériences effectuées 


dans des milieux différents. 
* 
* x 


Aprés avoir constaté |’établissement de l’équilibre entre l’arri- 
vée et la consommation de l’oxygéne dans une série de suspensions 
de taux microbien connu, nous avons cherché a déplacer artifi- 
ciellement cet équilibre par adjonction de réducteurs au milieu de 
culture. Nous nous sommes arrété aux sulfures alcalins dont le 
pouvoir réducteur est élevé. 

Le sulfure d’ammonium pur, ajouté dans la proportion de 1 pour 
10.000 & une suspension de bacille tuberculeux en milieu de 
Besredka, décolore le bleu de méthyléne, indépendamment du taux 
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microbien et en présence d’air, sauf a la surface ott une mince 
pellicule du milieu reste bleue. 

Dans les mémes conditions, le méme phénoméne se produit avec 
le milieu non nutritif tamponné aux phosphates jusqu’a pH 7,4 
et avec le milieu de Besredka ne contenant pas de bacilles. 

Nous parvenons, par conséquent, au moyen de cet artifice, 
soit 4 créer une anaérobiose stricte, en profondeur, malgré le 
contact du milieu avec l’air, soit, en employant une quantité moin- 
dre de sulfure d’ammonium, a déplacer l’équilibre. 

Dans les deux cas nous constatons une mortalité bacillaire crois- 
sante. 

Le sulfure d’ammonium ajouté au milieu de culture dans ces 
proportions n’exerce par lui-méme aucune influence bactéricide 
ou bactériostatique sur les anaérobies, que nous avons pu cultiver 
ainsi en anaérobiose, malgré la présence de l’air. On peut en 
inférer que les anaérobies qui peuvent se développer méme dans 
les parties de l’organisme aussi aérées que les poumons subsistent 
grace 4 un mécanisme analogue. Ceci semble d’autant plus pro- 
bable que le tissu renferme de nombreux corps réducteurs, notam- 
ment le glutathion, ou susceptibles de le devenir sous 1’influence 
des diastases bacillaires comme |’acide pyruvique. Dans tous les 
cas le fait que les anaérobies parviennent a réaliser in vivo des 
zones d’anaérobiose strictes et locales, prouve que cela est réali- 
sable et, dans une certaine, mesure, compatible avec la vie de 
Vorganisme. 


Il. — ImporRTANCE DE LAIR DIFFUSE: 


Afin de mettre mieux en évidence le réle de lair diffusé dans 
les échanges respiratoires d’une suspension de hacilles tubercu- 
leux, aprés avoir fait varier la quantité des bacilles, nous avons 
fait varier la quantité d’air diffusé. 


Une suspension de 2 g. de bacilles humides (239 H d’une culture 
sur milieu de Long Agée de treize jours) pour 60 c.c. de milieu de 
Long est utilisée. 

Des quantités égales de suspension sont distribuées dans les 3 séries 
suivantes de récipients 

1° Ballons de 250 c.c. ot la suspension se trouve largement en 
contact avec l’air et dont l’épaisseur liquide ne dépasse pas 1 cm. 

2° Tubes A essai ot la méme quantité de suspension a un contact 
étroit avec l’air et dont la couche liquide dépasse 5 cm. d’épaisseur. 

3° Tubes spéciaux pour anaérobiose précédemment décrits ot la 
méme suspension se trouve a l’abri de lair. Aprés cinquante heures 
d’étuve on compléte l’eau d’évaporation, on rend aux suspensions leur 
homogénéité initiale et on mesure leurs échanges respiratoires. 


1 c. c. de la suspension conlenue dans le ballon consomme en 
une heure 33,5 mm* d’oxygéne ou 35 mm‘® selon les essais. 


ee oA ae are ee 
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1c. c. de la suspension du tube aérobie : 21 mm*. 

1c. c. de la suspension du tube anaérobie, de méme diamétre : 
18 mm* d’oxygéne ou 17,4 mm* ou 18,5 mm* selon les essais. — 

Les mémes expériences effectuées sur une suspension de 2 g. 
de bacilles humides — 239 H d’une culture sur milieu de Long 
agée de vingt jours — pour 60 c. c. de milieu de Long frais, aprés 
vingt-quatre heures d’étuve, toutes conditions égales d’ailleurs, 
donnent les résultats suivants : 

Pour la suspension contenue dans le ballon 25 mm* d’oxygéne 
par c. c. et par heure. 

Pour la suspension du tube aérobie 16 mm’. 

Tandis que la respiration de la méme suspension mise en anaéro- 
biose est réduite 4 0 dans les mémes conditions de mesure (2). 

Etant donné qu’une partie des bacilles de la suspension ont une 
tendance marquée dés le début a descendre au fond du tube, aucun 
voile ne s’est formé dans nos expériences. Les suspensions restent 
troubles dans toute leur étendue et contiennent un léger dépét aprés 
un repos de plusieurs heures. Il n’y a par conséquent aucun 
contact entre l’air extérieur et la masse principale des corps 
bacillaires et leurs besoins en oxygéne libre sont satisfaits par 
la diffusion de lair extérieur 4 travers le milieu. 

De ces observations nous pouvons conclure que le nombre des 
bacilles morts dans une suspension en milieu de Long, aprés cin- 
quante heures d’expérience, est deux fois plus grand lorsque la 
suspension se trouve en anaérobiose que lorsqu’elle est largement 
exposée a lair ; tandis que pour un méme volume cylindrique de 
liquide : méme diamétre et méme hauteur, Ja mortalité bacillaire 
est moins importante lorsque la suspension est en contact avec l’air 
que lorsqu’elle s’en trouve privée. D’une facon générale, pour 
une méme quantité de suspension ayant un contact plus ou moins 
large avec l’air, la mortalité bacillaire est d’autant moindre que 
le contact est plus large. ; 

Par ces expériences, nous constatons que le réle de l’air diffusé 
est considérable et que l’équilibre entre l’arrivée de l’oxygéne 
libre et sa consommation varie pour un méme nombre de bacilles 
non seulement selon le milieu mais aussi pour un méme milieu 
selon |’étendue de la surface de contact avec l’air. Il se produit 
un courant d’oxygéne libre a travers Ja suspension lorsqu’elle 
se trouve en présence d’air. I] s’ensuit que non seulement le 
nombre de bacilles vivants d’une suspension est conditionnée par 
la quantité d’oxygéne diffusé, mais aussi que la quantité d’oxygéne 
diffusé dépend dans une certaine mesure de la vitesse de sa 
consommation par les bacilles. 


(2) Nous disons que la respiration est réduite A 0 lorsque les déni- 
vellations manométriques sont nulles ou presque nulles aprés une 
heure de mesures. 
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D’autre part, le fait que les bacilles (289 H d’une culture sur le 
milieu de Long Agée de vingt jours) ont leurs échanges respira- 
toires réduits a 0 en vingt-quatre heures d’anaérobiose, tandis que 
les mémes bacilles provenant d’une culture Agée de treize jours 
consomment dans les mémes conditions 18 mm* d’oxygéne aprés 
cinquante heures d’anaérobiose, montre que la vitalité d’une 
culture en anaérobiose est d’autant plus prolongée que cette 
culture est plus jeune. 


III. — La NON-UTILISATION DE L’OXYGENE CHIMIQUEMENT LIE 
EN MILIEU DE BESREDKA. 


Etant donné que les nécessités du bacille de Koch en oxygéne 


_dépendent étroitement du milieu méme qui l’abrite, il nous a paru 


utile d’une part de comparer |’intensité respiratoire sur milieu 
de Long a celle sur milieu de Besredka et d’autre part de chercher 
a préciser les conditions générales de respiration dans ce dernier 
milieu ott les bacilles se développent d’emblée en profondeur. 

Les mesures respiratoires effectuées sur des suspensions de 
bacilles provenant d’une culture de méme souche (239 H) et de 
méme age, d'une part en milieu de Long et d’autre part en milieu 
de Besredka nous ont donné les résultats suivants : 

Pour une suspension contenant 1 g. de bacilles humides — 
d’une culture A4gée de quatorze jours — dans 25 c.c. de milieu 
nous avons obtenu une consommation d’oxygéne, aux dépens du 
milieu de Long par centimétre cube et par heure, de l’ordre de 
100 mm‘; tandis qu’aux dépens du milieu de Besredka, dans les 
mémes conditions, les bacilles ne consomment que 35 mm* et 
37 mm?’ d’oxygéne selon les essais. 

Ces expériences nous permettent de conclure que les besoins 
du bacille de Koch en oxygéne sont de deux 4 trois fois moindres 
en milieu a l’ceuf de Besredka, qu’en milieu synthétique de Long. 

Par conséquent, le phénoméne que nous avons observé au 
moyen du bleu de méthyléne peut se formuler ainsi : 

La méme quantité d’oxygéne peut permettre de vivre a deux 
ou trois fois plus de bacilles en milieu de Besredka qu’en milieu 
de Long. : 

C’est pourquoi, lorsque nous opérons un vide poussé, dans une 
culture sur milieu de Long, et dans une culture en milieu de 
Besredka, la multiplication bacillaire aux dépens de l’oxygéne 
restant, étant de deux a trois fois plus abondante dans un cas 
que dans l’autre pourrait donner l’impression que le bacille tuber- 
culeux tolére mieux la pénurie d'oxygéne en milieu de Besredka 
qu’en milieu de Long, méme si cette tolérance effective est stricte- 


ment égale dans les deux cas. 
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Par conséquent, le fait méme de Ja multiplication bacillaire ne 
peut pas servir comme mesure de la résistance du bacille au man- 
que d’oxygéne selon le milieu, si en méme temps la question des 
besoins en oxygéne spécifiques au milieu donné n’entre pas en 
ligne de compte. 

Donec, la thése généralement admise aujourd’hui et confirmée 
récemment par Maurice L. Cohn, selon laquelle les bacilles tuber- 
culeux résisteraient mieux au manque d’oxygéne lorsqu’un « bon 
milieu » est employé, n’est pas fondée. 

De nos recherches, il résulte que, tout compte tenu, cette tolé- 
rance du manque d’oxygéne, étant identique dans tous les cas, 
est indépendante du milieu. 

Comme nous |’avons précisé plus haut, le milieu de Long lui- 
méme est faiblement réducteur, et décolore complétement le bleu 
de méthyléne en quarante-huit heures d’anaérobiose alors que 
dans le milieu de Besredka pur le bleu de méthyléne n’est pas 
complétement décoloré méme aprés huit jours d’anaérobiose. Dans 
ce dernier cas une réduction partielle semble avoir lieu et un 
équilibre durable s’établit entre le leucodérivé et la forme oxydée 
du bleu de méthyléne. 

L’existence d’un certain systeme tampon pour le _ potentiel 
d’oxydo-réduction, qui ne semblait pas exister ou tout au moins 
était plus faible en milieu synthétique de Long, est ainsi mise en 
évidence pour le milieu a l’ceuf de Besredka. 

En outre, la structure de la surface du milieu de Besredka 
mérite également d’étre prise en considération. 

Nous pensons que si le bacille de Koch ne se développe pas 
en surface du milieu de Besredka, ce fait est dQ non seulement 
a des propriétés générales de ce milieu et & des exigences respi- 
ratoires des bacilles qui y sont cultivés, mais également a la 
structure méme de la surface de ce milieu. 

En effet, la surface du milieu de Besredka présente une mince 
pellicule que l’on n’observe pas sur les milieux synthétiques. Cette 
pellicule est due a la présence des lécithides de l’ceuf. 

Il résulte des travaux de Leathes que les lécithides possédent 
cette propriété de former 4 Ja surface de l'eau un voile d’épaisseur 
moléculaire et que ce phénoméne est non seulement en relation 
avec l’activilé de surface des corps gras, mais surtout avec la 
présence d’acides gras non saturés & une, deux, trois ef méme 
quatre doubles liaisons, qui entrent dans la constitution des 
molécules de lécithines. D’autre part, selon N. Okounev, il suffit 
de traces de lécithines pour abaisser trés sensiblement la tension 
superficielle d’un liquide. Il est donc évident que le milieu de 
Besredka ayant une tension superficielle trés basse et sa surface 


étant principalement composée d’acides gras, n’est pas favorable 
a une cullure en voile. 
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Si les bacilles tuberculeux, qui se développent d’emblée en 
profondeur en milieu de Besredka, utilisaient pour leurs besoins 
respiratoires Voxygéne chimiquement lié, ils l’auraient utilisé 
dans ce milieu. Or, il n’en est rien. Nos expériences sur cette 
question reposent sur le raisonnement suivant : si les bacilles 
tuberculeux utilisaient Poxygéne intramoléculaire pour leur respi- 
ration, la chule de celle-ci due & la mortalité consécutive 
a Vanaérobiose serail moindre (sinon nulle) pour le milieu de 
Besredka que pour Je milieu de Long ou les bacilles ne poussant 
pas en profondeur n’utiliseraient pas l’oxygéne chimiquement lié, 
ou pas au méme degré. 

Toutes nos expériences effectuées dans ce sens ont démontré 
que la respiration des bacilles (239 H d’une culture Agée de treize 
a quatorze jours) se trouve réduite a 0 en trois 4 quatre jours 
d’anaérobiose stricte 4 38°, quel que soit le milieu employé, 
c’est-a-dire aussi bien pour le milieu de Besredka que pour le 
milieu de Long. 

I] est intéressant de constater que Loebel, Schorr et Richardson 
ont obtenu dans leur étude de l’influence de lanaérobiose sur le 
bacille H 37 en milieu de Long, le méme résultat : la respiration 
d’une culture de ce bacille aprés trois jours d’anaérobiose a été 
réduite a 0. Cependant les ensemencements postérieurs 4 |’anaéro- 
biose de trois et de quatre jours en milieu de Long, se sont 
montrés négatifs dans ]’ensemble. 

Nous ne confirmons pas ce dernier résultat, car tous nos ense- 
mencements sur milieu de Lowenstein, faits aprés trois, quatre 
et méme cing jours d’anaérobiose ont été positifs. Aprés un mois 
et demi d’anaérobiose stricte 4 38°, nous obtenons une stérilisa- 
tion compléte : les ensemencements sur milieu de Lowenstein 
restent négatifs. 

Toutefois nous sommes d’accord pour affirmer que ]’anaéro- 
biose stricte de trois a quatre jours provoque une mortalité bacil- 
laire trés importante, tout au moins lorsque les germes se trou- 
vent en suspension et 4 37°-38°. La température de l’expérience 
semble jouer un role considérable. D’aprés les travaux de 
A. Boquet sur la conservation des bacilles virulents en suspension 
il résulte qu’aprés un an de glaciére certains d’entre eux sont 
encore repiquables. 

Etant donné l’énorme mortalité bacillaire causée par une 
anaérobiose stricte de trois 4 quatre jours en milieu de Long, 
et en milieu de Besredka, nous n’avons aucune raison d’admettre 
la possibilité d’une utilisation de l’oxygéne intramoléculaire dans 
ce dernier milieu malgré Ja culture en profondeur. 
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Aprés avoir précisé les points principaux du probléme de la 
végétation du bacille de Koch en profondeur in vitro, nous nous 
sommes efforcé de nous rapprocher des conditions de végétation 
in vivo. A cet effet, nous avons utilisé, au lieu de milieux artifi- 
ciels, des liquides pleuraux séro-fibrineux, soit tels quels, soit 
centrifugés et filtrés sur bougie Chamberland L2. 

Les procédés employés furent strictement les mémes que preé- 
cédemment. 

Voici le résumé de ces expériences : 


Le liquide pleural séro-fibrineux que nous avons utilisé dans cette série 
d’essais était apparu chez un sujet tuberculeux (N) huit jours environ 
apres la création d’un pneumothorax artificiel. Ce liquide présentait la 
réaction de Rivalta positive avec 18 g. de protéides par litre. D’aspect 
macroscopique citrin et limpide il contenait un tres léger dépét non 
purulent, ot nous avons trouvé quelques lymphocytes, quelques mono- 
nucléaires et de trés rares hématies. 

Placé dans nos conditions habituelles d’étude, ce liquide pleural, 
extrémement pauvre en éléments cellulaires, ne consommait, sans étre 
filtré, que des quantités insignifiantes d’oxygéne et n’en consommait 
plus du tout aprés centrifugation ou filtration sur bougie L2. 


Les ensemencements sur milieu de Léwenstein ainsi que sur 
gélose nutritive sont restés négatifs. 

Le liquide pleural, centrifugé ou filtré sur bougie L2 et addi- 
tionné de bleu de méthyléne dans Jes mémes proportions que les 
milieux de culture artificiels, ne le réduit pas en anaérobiose. 

Mais une suspension de bacilles tuberculeux en liquide pleural 
— 2g. de bacilles pour 50 c. c. de liquide par exemple — déco- 
lore le bleu dans les mémes conditions. ' 

Les échanges respiratoires du bacille 239H, d’une culture sur 
milieu de Long, Agée de treize jours, mesurés, dans les mémes 
conditions, aux dépens du liquide pleural et aux dépens du milieu 
de Besredka, sont trés voisins. 

En effet, les suspensions contenant 1 g. de bacilles humides 
pour 20 c.c. de milieu consomment A 38° par centimétre cube 
et par heure 46 mm’ d’oxygéne en milieu de Besredka et 
44 mm*, 42 mm®* ou 45 mm* selon les essais, dans le liquide 
pleural. 

Les cultures du méme age du bacille 239 H sur milieu de Long, 
débarrassées du milieu altéré que l’on remplace d’une part par 
le liquide pleural et d’autre part par du milieu de Besredka, 
consomment, aprés huit jours d’étuve, respectivement 42 mm° el 
45 mm* d’oxygéne pour les mémes proportions de bacilles. 
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Aprés trois 4 quatre jours d’anaérobiose totale la respiration 
des bacilles est réduite & 0 dans le liquide pleural, comme en 
milieu de Besredka et en milieu de Long 

La non-utilisation de l’oxygéne intramoléculaire, en tant que 
facteur essentiel de la respiration du bacille immergé, semble donc 
se conformer aussi bien pour les milieux de culture artificiels 
que pour un milieu physiologique. 

La méme suspension bacillaire en liquide pleural, plus ou 
moins étendue dans le liquide pleural méme et additionnée de 
bleu de méthyléne subit en aérobiose le phénoméne colorimétrique 
décrit plus haut. 

Nous avons étudié parallélement, en milieu de Besredka et dans 
le liquide pleural, la formation et la distribution des deux zones, 
bleue et incolore, 4 partir de suspensions présentant des concen- 
trations bacillaires différentes : 5 c.c. de milieu pour 0,1 g. 
0,05, 0,01 g. de bacilles et ainsi de suite. 

Pour toutes les suspensions de liquide pleural contenant plus 
de 0,05 g. de bacilles humides pour 5 c. c. de liquide, pris sous 
forme d’un cylindre de 5 c.c. ayant 1 cm. de diamétre, nous 
observons aprés une heure d’étuve, deux zones distinctes. Par 
contre, les concentrations bacillaires inférieures a 0,05 g. ne pro- 
voquent aucune décoloration du bleu de méthyléne. 

Aprés deux heures d’étuve, toutes les concentrations supérieures 
a 0,01 g. de bacilles pour 5 c. c. du liquide pleural subissent une 
décoloration partielle ; cette derniére suspension restant unifor- 
mément colorée. 

Aprés vingt-quatre heures d’étuve, toutes les concentrations 
supérieures 4 0,1 g. de bacilles pour 5 c.c. de liquide pleural 
sont partiellement décolorées tandis que les suspensions moins 
concentrées redeviennent toutes uniformément bleues. Et aprés 
trois jours d’étuve toutes les prises d’essai, y compris la suspen- 
sion de départ, redeviennent uniformément bleues. 

En milieu de Besredka ce phénoméne se manifeste d’une facon 
sensiblement différente. 

Aprés deux heures d’étuve, nous constatons une décoloration 
compléte de la zone inférieure pour toutes les concentrations 
égales ou supérieures a 0, 01 pour 5 c. c. ; deux zones bleues d’in- 
tensité différente pour la suspension contenant 0,05 g. de bacilles 
pour 5 ¢. c. ; aucune décoloration pour les concentrations égales 
ou inférieures a 0,04 g. pour 5c. c. Aprés vingt-quatre heures toutes 
les suspensions bacillaires, ainsi que la suspension de départ non 
diluée, redeviennent uniformément bleues. 

Il s’ensuit que les bacilles, malgré des besoins en oxygéne trés 
voisins dans ces deux milieux, réalisent ]’équilibre entre l’arrivée 
et la consommation de l’oxygéne beaucoup plus vite en milicu 
de Besredka que dans un liquide pleural. 
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Puisque pour les fortes concentrations bacillaires la suspension 
en milieu de Besredka redevient bleu homogéne en moins de 
vingt-quatre heures, tandis que celle du liquide pleural, de méme 
concentration et dans les mémes conditions, ne se recolore 
qu’aprés deux ou trois jours, l’excés d’oxygéne libre apparait 
par conséquent beaucoup plus vite en milieu de Besredka. La 
diffusion de ]’air est done plus importante dans un cas que dans 
Pautre. 

Par conséquent, le nombre des bacilles morts dans une suspen- 
sion bacillaire 4 base de liquide pleural ot |’état d’anaérobiose se 
prolonge, est beaucoup plus important qu’en milieu de Besredka 
au moment ot |’équilibre est alteint. 

Nous avons pu d’ailleurs confirmer cette derniére remarque par 
l’expérience suivante 


Une culture du méme 4ge que précédemment du bacille 239 H sur 
milieu de Long, est séparée de son milieu, que nous remplacons d’une 
part par du liquide pleural et d’autre part par du milieu de Besredka. 
Deux ballons, l’un contenant le liquide pleural pur et l’autre du milieu 
de Besredka stérile sont également portés a l’étuve, comme témoins. 

Au bout de huit jours et méme avant nous avons pu constater dans 
le milieu de Besredka une culture en profondeur abondante, tandis 
que le liquide pleural ne présentait qu’un léger trouble. 


CONCLUSIONS. 


Une suspension neutre de bacilles tuberculeux ayant une 
concentration microbienne suffisante, décolore le bleu de méthy- 
léne. Cette réduction est conditionnée essentiellement par la 
consommation de ]’oxygéne libre, contenu dans le milieu, par les 
bacilles vivants et se produit au moment ou tout Voxygéne libre 
est pratiquement épuisé. 

Il résulte de nos expériences qu’au sein de la suspension il 
s’établit entre l’arrivée de Voxygéne diffusé et sa consommation 
un équilibre résultant de la mortalité bacillaire. 

Il s’ensuit que les bacilles tuberculeux, bien qu’immergés, ne 
manquent pas d’oxygéne libre dans certains cas, c’est-d-dire 
lorsque leur nombre ne dépasse pas un maximum, maximum 
variable selon les milieux et, pour un méme milieu, selon les 
conditions d’aération. Lorsqu’on fait varier les conditions d’aéra- 
tion par diffusion en augmentant progressivement la surface de 
contact avec l’air, la mortalité bacillaire pour une méme suspen- 
sion est d’aulant plus importante que le contact avec Vair est 
moindre. 

Les bacilles tuberculeux en suspension utilisent-ils dans cer- 
tains cas l’oxygéne intra-moléculaire pour leur respiration? 

Il résulte de nos expériences que les bacilles ne semblent pas 
lutiliser en tant que facteur essentiel de la respiration. 
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D’autre part les besoins des bacilles en oxygéne étant différents 
selon les milieux, la méme quantité d’oxygéne peut permettre a 
tn nombre plus ou moins grand de bacilles de végéter. 

Les besoins des bacilles en oxygéne sont sensiblement moindres 
dans le milieu & l’ceuf de Besredka qu’en milieu synthétique de 
Long. Par conséquent, si les bacilles immergés se multiplient plus 
abondamment dans le premier cas, lorsque les deux milieux sont 
soumis au méme vide, cela ne prouve nullement que la résistance 
réelle de bacilles au manque d’oxygéne soit plus grande dans un 
cas que dans l’autre. Le fait méme de la multiplication bacillaire 
ne peut pas servir A mesurer la résistance du bacille au manque 
d’oxygéne selon le milieu, si en méme temps la question des besoins 
en oxygéne spécifique au milieu donné n’entre pas en ligne de 
compte. 

L’opinion généralement admise aujourd’hui, selon laquelle lc 
bacille de Koch tolére mieux le manque d’oxygéne lorsqu’un « bon 
milieu » est employé, n’est pas fondée. 
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ANTIGENES DES TOXINES PERFRINGENS A, B, C ET D- 


par Mavis GUILLAUMIE, A. KREGUER et M. FABRE. 


Depuis que Wilsdon [4] a proposé de diviser en 4 types, A, 
B, C, et D, les anaérobies du genre perfringens, la toxine élaborée 
par les Cl. perfringens du type A (*), est couramment dénommée 
toxine perfringens A. Les toxines engendrées par les Cl. perfrin- 
gens du type B (Bacillus agni), du type C (Bacillus paludis) et du 
type D sont respectivement désignées par les lettres B, C et D. 

Glenny, Barr, Llewellyn-Jones, Dalling et Ross (1933) ont appelé 
« l’antigéne nécrosant de la toxine A, 8 celui des toxines B et C, 
ecelui de la toxine D. Dans les travaux de ces auteurs, le symbole 
3 représente |’hémolysine caractéristique de la toxine C et + un anti- 
géne non hémolytique et non nécrosant des toxines B et C [2]. 
En 1942, il a été décidé de nommer 6 |’hémolysine présente en abon- 
dance dans la toxine A. 

Aprés avoir constaté que le bouillon Vf nous permettait d’obte- 
nir réguliérement une toxine perfringens A trés complexe, parti- 
culiérement riche en antigéne léthal 4 [8], nous avons repris 
l’étude comparée des toxines A, B, C et D que nous avons prépa- 


rées dans ce bouillon. Comme souches de Cl. perfringens type A, , 


nous avons utilisé les souches Lechien, SS et A 100 P : la souche 
SS nous a été donnée par M. Ipsen et la souche A 100 P par 
M. Schmidt. Nous. devons 4 M. Buxton, a M. Dalling et & M. Ben- 
netts, les premiéres souches de Cl. perfringens B, C et D que nous 
avons employées [4]. Nous avons ensuite préparé des toxines C 
avec deux autres souches de Cl. perfringens type C : la souche St 
isolée en France [5] et la souche Rf envoyée de Stamboul par 
M. Raif [6]. 

Au cours de toutes nos recherches, nous avons utilisé des toxines 
centrifugées, filtrées ou précipitées par le sulfate neutre d’ammo- 
nium, des sérums anti-perfringens A riches en antitoxines a, x, 9, 
des sérums anti-B, anti-C, anti-D et des sérums normaux. Nous 
avons évalué l’activité hémolytique in vitro vis-a-vis de 0,1 c. c. 
d’une suspension 4 5 pour 100 d’hématies lavées de mouton ; dans 
les titrages in vivo, nous avons employé comme animaux d’expé- 
riences : la souris (injections intraveineuses) et le cobaye (injec- 
lions intradermiques). Voici briévement les conditions expérimen- 


(*) Synon. : Bacillus perfringens (Veillon et Zuber) ; Cl. welchii 
Welchia perfringens. — 
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tales : les mélanges de toxine et de sérum sont injectés, 45 a 60 
minutes aprés leur préparation, 4 des souris de 17 a 20 grammes 
ou a des cobayes blancs épilés ; le volume injecté aux souris est 
généralement de 0,5 c. c. ; il atteint 0,6 c. c. lorsque la toxine est 
additionnée de fortes doses de sérum ; dans les titrages sur cobayes 
le volume injecté dans le derme est de 0,1 c. c. 


Les titrages in vitro renseignent sur l’activité hémolytique des 
antigenes a, 9, et 5; au cours des titrages sur cobayes, on dose les 
antigénes nécrosants a, @, « ; effectués dans certaines conditions, 
les dosages sur souris et sur cobayes permettent de déceler les anti- 
genes 7 et y. 


Rappelons que Weinberg et Goy (1924) ont dénommé bouillon Vf 
une digestion de viande de veau et de foie de boeuf [7] préparée en 
présence de panses de ,porcs, d’aprés un procédé inspiré des travaux 
de Stickel et Meyer [8]. Par la suite, les digestions a base de viande, 
de foie et de pepsine, ont été appelées aussi « bouillons Vf ». Nous 
avons précisé [9] les proportions de viande et de foie de boeuf, d’acide 
chlorhydrique et de pepsine que nous avons employées dans le labo- 
ratoire de M. Weinberg pour obtenir les différents bouillons Vf que 
nous avons ensemencés depuis 1935 pour préparer les _ toxines 
perfringens que nous mentionnons dans le travail actuel. Ces propor- 
tions sont les suivantes : 4 kg. de muscles, 1,350 kg. de foie, 200 c. c. 
d’acide chlorhydrique pur, 12 g. de pepsine en poudre (titre 500), le 
tout étant mis dans 20 litres d’eau. Nous avons indiqué les conditions 
de la digestion et signalé aussi que l’addition de tampon ou de 
sang desséché favorise la toxinogenése du Cl. perfringens dans le 
bouillon Vf [9, 10]. Dans des digestions faites avec des quantités de 
viande et de foie de beeuf, d’acide chlorhydrique et de pepsine voisines 
de celles qui étaient couramment utilisées dans le laboratoire de 
M. Weinberg pour préparer le bouillon Vf en présence de pepsine, 
A.-R. Prévot [44], A.-R. Prévot et H. J. Boorsma [12] ont obtenu des 
toxines tétaniques de titre élevé ; G. Ramon et G. Amoureux [13] ont 
remplacé les tissus de boeuf par ceux de cheval et noté que le titre des 
toxines tétaniques depuis cette substitution atteignait un taux trés 
‘satisfaisant. D’aprés nos titrages, Cl. septicum, Cl. histolyticum et 
Cl. edematiens, de méme que Cl. perfringens, élaborent des quantités 
importantes de toxine dans des bouillons Vf a4 base de tissus de boeuf 
-ou de cheval [40, 14, 15]. Ces bouillons conviennent donc a divers 
germes anaérobies. 

Dans des digestions chlorhydropepsiques de foie, additionnées soit 
-d’une digestion papainique de sang coagulé, soit d’extrait de viande, 
soit de peptone du commerce, nous avons obtenu d’aussi bonnes toxines 
vibrion septique, histolytique, edematiens ou perfringens que dans du 
bouillon Vf [410, 14, 15]. 

Dans les solutions d’autolysat de levure, le Cl. perfringens A s’est 
.développé abondamment au cours de nos expériences, mais la produc- 
tion de toxine a été trés faible [16], méme aprés addition de sang 
-desséché [47]. Par contre, la digestion pepsique de placenta humain, 
vtrés recommandée par Stickel et Meyer [8] ainsi que par A.-R. Prévot, 
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J. Taffanel et M. Raynaud [48] constitue un milieu nutritif dans lequel 
nous avons obtenu des toxines perfringens complexes, comparables a 
celles que nous avons préparées en ensemengant le bouillon Vf [49]. 

Aprés addition de peptone et de glucose, la digestion de panses de 
pores, effectuée selon le procédé Martin, est également trés favorable 
dla préparation de la toxine perfringens [47]. 

En titrant la toxine perfringens obtenue soit dans des digestions de 
panse de pore simplement peptonées et glucosées, soit dans des diges- 
tions de panse additionnées non seulement de peptone et de glucose, 
mais encore d’un extrait musculaire que nous avons préparé d’aprés 
la méthode de A. Deutsch, M. G. Eggleton et P. Eggleton [20], nous 


avons constaté qu’un extrait fait avec des muscles de cheval augmentait © 


nettement la valeur nutritive des digestions employées. 


I. —- Recherches sur la composition antigénique 
de la toxine perfringens A. 


Wilsdon [4], Glenny, Barr, Llewellyn-Jones, Dalling et Ross |2], 
ont conclu, de leurs recherches, que la toxine A renferme un seul 
antigéne ; Wilsdon l’a désigné par W ; Glenny et ses collabo- 
rateurs par o. Il est admis 4 présent que la toxine A préparée avec 
la souche Lechien dans du bouillon Vf contient en abondance 
3 antigénes : «4, 6, 7. Nous avons signalé que la toxine élaborée 
par les souches SS et A100P est comparable a celle de la souche 
Lechien [3, 24]. 

Les résultats que nous avons obtenus en faisant agir, d’une 
part, les sérums anti-perfringens A sur les toxines élaborées dans 
le bouillon Vf par les Cl. perfringens des types A, B, C et D, 
d’autre part, les sérums anti-B, anti-C et anti-D sur les divers 
échantillons de toxine perfringens A que nous avons préparés, nous 
permettent de penser que la toxine A peut contenir en dehors des 
antigénes dominants a, 6, 4, une petite quantité d’hémolysine 8, 
des traces d’antigénes @, y et ¢. Nous avons récemment signalé 
ces données dans une note bréve [24]. Nos déductions sant basées 
sur les résultats expérimentaux suivants : 


TITRAGES IN viTRO. — Expériences avec des cultures filtrées 
sur bougie vingt-quatre heures aprés ’ensemencement des bouil- 
lons. 

La dose minima hémolytique (D. M. H.) des toxines A, prépa- 
rées dans des bouillons Vf avec les souches Lechien, SS et A 100 P, 
varie généralement entre 0,001 et 0,0003 c.c. [8, 19, 22]; la 
valeur du rapport entre leur dose minima mortelle et leur dose 
minima hémolytique indique qu’elles sont riches en hémolysine 9. 
Le résultat obtenu en les utilisant in vitro pour déterminer le titre 
antihémolytique des sérums anti-A, montre aussi qu’elle contient 
cette hémolysine. 

Les sérums anti-per/ringens A, trés anti-hémolytiques vis-a-vis 
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des toxines A, B et D, sont légérement anti-hémolytiques vis-a-vis 
de la toxme C ; les sérums normaux que nous avons examinés 
ont été a peine anti-hémolytiques vis-a-vis de cette dernidare 
toxine [4]. Voici en effet quelques chiffres : 

Un sérum anti-A qui neutralise 4 la dose de 1/6.000 de centimetre 
cube vingt D. H. de toxine A manifeste l’activité suivante : 

A la dose de 1/10.000 de centimétre cube il neutralise 20 D. H. 
de toxine B ; 

A la dose de 1/200.000 de centimétre cube il neutralise 20 D. H. 
de toxine D ; 

A la dose de 1/50 de centimétre cube, il neutralise 20 D. H. de 
toxine C, 

A des doses comprises entre 0,5 et 0,2 c. e., 8 sérums normaux 
ont neutralisé 20 D. H. de toxine C. 


TITRAGES SUR souRIS. — Expériences avec des toxines préci- 
pilces par le sulfate neutre d’ammonium. 

L’aetion de différents sérums anti-A sur les toxines A, B, C, D, 
est comparée a celle des sérums normaux. Nous indiquons plus 
loin quelques-uns des résultats que nous avons obtenus avec les 
3 sérums anti-A suivants : 415, 341 et 844. Le titre anti-a de ces 
3 sérums a été déterminé avec la toxine ES 1 préparée avec la 
souche SS [47]. Une unité antitoxique du sérum étalon interna- 
tional neutralise 32 doses mortelles (D. M.) de cette toxine. 

Rappelons que, dans les expériences de Wilsdon, le sérum anti-A 
est trés légérement antitoxique vis-a’-vis des toxines B, C et D ; 
mais Wilsdon n'a pas tenu compte de cette faible activité dans les 
conclusions qu’il a formulées sur la constitution de la toxine A. 
D’ailleurs, d’aprés Dalling [23] le sérum anti-A ne neutralise 
pas les toxines B et C; en outre, Gordon, Stewart, Holman et 
Taylor [24] constatent que ce sérum 4a Ja dose de 0,1 ¢. c. ne neu- 
tralise ni 2 D. M. de toxine C, ni 2 D. M. de toxine D (souris, 
veines). 

ACTIVITE DES SERUMS ANTI-A, 


Action sur la toxine A. 


Le sérum 415 contient 35 unités internationales anti-o et 220 a 
250 unités anti-,; le sérum 341 : 150 4 175 unités anti-o et le 
sérum 844 : 120 unités anti-a. 


Action sur la toxine B. 


En 1936, nous avons signalé que les sérums anti-A employés 
4 forte dose neutralisaient la toxine B. Duffett [25] en 1938 a fait 
la méme constatation. 

Les titrages comparatifs que nous avons effectués ces derniers 
temps ont montré que l’efficacité du sérum 341 vis-a-vis de la 
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toxine B était comparable a celle du sérum 415 et que le sérum 
844 était nettement plus actif que ces deux sérums. A la dose de 
0,05 c. c., le sérum 844 a inhibé dans tous les cas l’effet léthal de 
1 D. M. 1/2 de toxine B : toutes les souris injectées ont survécu ; 
le méme volume de sérum ajouté a 2 D. M. de toxine B a permis 
la survie d’une souris sur quatre. . 

Ce résultat permet de penser que le sérum anti-A 844 contient 
des traces d’antitoxines @, y el <- 


Action sur la tozine C. 


A la dose de 0,5 c. c., le sérum 415 n’a pas neutralisé 2 D. M. 
de toxine C. Quatre autres souris ont recu 0,5 c. c. de sérum 341 


TasLeAu I — Activité antitoxique des sérums anti-perfringens A 
vis-a-vis des toxines perfringens A, B. C et D. 


SERUMS ANTI-per/ringens A 


TOXINE 
perfringens 
durtype Numéro Titre antitoxique 
844 420 unités internationales anti-z. 
Avsee. 341 | 150 4 175 unités internationales anti-x. 
Bae i 844 0,05 c. c. neutralise 1 D. M. 4/2 de toxine B. 
C 844 0,5 c. c. neutralise 2 D. M. de toxine C chez 3 souris sur 4. 
SG Se Pe FES 341 0,5 c. c. neutralise 2 D. M. de toxine C chez 1 souris sur 4. 
| Beare ae we 445 0,5 c. c. neutralise 2D. M. detoxine D, chez 1 souris sur 4. 


et 2 D. M. de toxine C. Une souris a survécu ; mémes résultats 
avec un autre sérum. Aprés injection de 2 D. M. de toxine C addi- 
tionnées de 0,5 c. c. de sérum 844, trois souris sur 4 survivent. 


Action sur la torine D. 


Nous avons fait agir les sérums anti-A sur deux préparations 
de toxine D : les échantillons D3 et D4. A la dose de 0,5 ¢. c. les 
sérums 415 et 844 ne neutralisent pas 2 D. M. de toxine D3; le 
méme volume de sérum 415 ajouté & 2 D. M. de toxine D4 permet 
la survie d’une souris sur quatre. 


ACTIVITE DES SERUMS NORMAUX. 


Action sur la toxine A. 


> A oe 
D’aprés Glenny, Llevellyn-Jones et Mason [26], la moitié des 
serums normaux contiennent un peu d’antitoxine a. 


sees Tins aoe | ie ea 
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Dans une note récente [27], nous avons indiqué que 53 sérums 
normaux de cheval sur 64 neutralisaient des toxines nécrosantes 
riches en antigéne x. En effet, a la dose de 0,5 c. c., 5 sérums ont 
neutralisé 2 D. M. de toxine ; 11 sérums ont neutralisé de 2 4 5 
D. M. ; 10 sérums :5 410 D. M. ; 6 sérums : 10 D. M. ; 10 sérums : 
10 4 20 D. M. A des doses comprises entre 1/2 et 1/6 c. ¢., six 
sérums ont neutralisé 20 D. M. de toxine. 


Action sur les toxines B, C et D. 


Tous les sérums normaux ont été employés a la dose de 0,5 c. c. 
15 sérums n’ont pas neutralisé 2 D. M. de toxine B ; 1 seul, 
dans les mémes conditions, a protégé 2 souris sur 7 ; 16 sérums 
n'ont pas neutralisé 2 D. M. de toxine C ; 4 ont protégé quelques 
souris. 14 sérums n’ont pas neutralisé 2 D. M. de toxine D, 4 ont 
permis la survie de quelques souris. 


TITRAGES SUR COBAYES (injections intradermiques). 


Nous avons considéré comme dose minima nécrosante (D.N.) 
d’une toxine le poids de toxine qui détermine en injections intra- 
dermiques une nécrose de 5 x 5 mm. La dose nécrosante LN/10 
représente le poids de toxine qui, mélangé a 1/10 d’unité du sérum 
étalon homologue, détermine une nécrose de 5 x 5 mm. Le poids 
de toxine B, C ou D qui, en présence d’une unité antitoxique du 
sérum étalon correspondant, détermine une nécrose de 5 x 5 mm. 
indique la dose nécrosante LN de la toxine ; dans chaque cas, le 

é ‘ 
ate et _ indi- 
quent approximativement le nombre de doses nécrosantes respec- 
tivement neutralisées par 0,1 unité et par 1 unité de sérum étalon ; 
la valeur de ces rapports renseigne sur ]’intensité de l’effet anti- 
nécrosant des sérums étalons. 

Nous avons non seulement déterminé l’activité anti-nécrosante 
des sérums étalons, mais encore celle des sérums thérapeutiques 
et nous l’avons comparée au pouvoir anti-nécrosant des sérums 
normaux. A des doses variables de toxine nous avons ajouté une 
quantité fixe du sérum a éprouver. Nous avons noté le poids de 
toxine qui en présence du volume de sérum essayé détermine une 
nécrose de 5 x 5 mm. ; nous avons divisé ce poids de toxine par 
la D. N. de la toxine employée et ainsi obtenu le nombre de doses 
nécrosantes qu’il représente. 

Au cours de tous les titrages, la réaction nécrotique a été 
examinée vingt-quatre et quarante-huit heures aprés les injec- 
tions. 


volume injecté est de 0,1 c. c. Les rapports 


Annules de l'Institut Pasteur, t.-72, ne* 11-.2, 1946. 59 
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ACTION DES SERUMS ANTI-A. 


Action sur la toxine A. 


L’antigéne nécrosant a des toxines A provoque une nécrose 
jaune trés nette. 

Les sérums anti-perfringens A neutralisent des quantités élevées 
de toxine A; la valeur LN/10 de diverses toxines contenant en 
proportions variables les antigénes dominants @, §, 1, varie dans 
nos dosages entre 0,34 et 2,6 mg. ; ex. : la D. N. nécrosante de la 
toxine complexe E 34 est égale 4 0,015 mg. (moyenne de plu- 
sieurs déterminations) ; la dose LN/10 de cette toxine est égale 
4 0,53 mg. ; elle représente 35 D. N. 


Action sur la toxine B. 


D’aprés les titrages sur plusieurs cobayes, la D.N. moyenne de 
la toxine B que nous avons employée est égale a 0,004 mg. ; en 
présence de 0,05 c. c. du sérum 844 il faut 0,020 mg. de toxine B, 
soit 5 doses nécrosantes de cette toxine, pour produire une réac- 
tion nécrotique de 5 x 5 mm. Une unité du sérum étaion anti-B 
neutralise 52 D. N. de cette toxine. 


Action sur la toxine C. 


En expérimentant avec une toxine C dont la dose nécrosante 
est de 0,0035 mg., nous avons constaté qu’il fallait 0,022 mg. de 
cette toxine pour déterminer une nécrose de 5 x 5 mm. en pré- 
sence de 0,05 c. c. du sérum anti-A 844 . Le sérum anti-A examiné 
neutralise donc 6 D. N. environ de toxine C (une unité d’anti- 
toxine C neutralise 48 D. N. de cette toxine). 


’ 


Action sur la toxine D. 


La D.N. de la toxine que nous avons employée est égale a 
0,009 mg. En présence de 0,05 c.c. du sérum 844 il a fallu 
0,035 mg. de cette toxine, soit 4 D. N. environ, pour produire 
aire nécrosée habituelle. Le sérum 341 a été plus actif : a la dose 
de 0,05 c. c. il a neutralisé plus de 5 D. N. de la méme toxine. 


ACTIVITE DES SERUMS NORMAUX. 


Tous les sérums sont employés a la dose de 0,05 c. ¢. 

Un des sérums normaux que nous avons examinés a neutralisé 
14 D. N. de la toxine A (toxine E 34), les autres en ont neutralisé 
3 a 8. 
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En présence de.l’un des sérums normaux éprouvés, il a fallu 
9,005 mg. de toxme B et en présence de l’un quelconque des 
3 autres, 0,007 mg. de cette toxine pour déterminer la nécrose de 
5x5 mm., c’est-a-dire 1,25 a 1,7 D. N. de toxine B. 

Parallélement, nous avons constaté que 0,005 mg., 0,007 ou 
0,008 mg. de toxine C étaient nécessaires aprés addition des sérums 
normaux pour produire le méme effet ; ces poids de toxine repré- 
sentent 1,4. a 2,2 D. N. de toxine C. 

Enfin, les titrages effectués en présence de 2 sérums normaux 
ont montré qu'il fallait dans ces conditions 0,012 mg. de toxine 
D pour déclencher la nécrose de 5 x 5 mm. (dose nécrosante de 
cette toxine : 0,009 mg.). 


L’ensemble de ces résultats montre que les sérums anti-A con- 
tenant 4 un taux élevé les antitoxines a, 9 et n, sont plus riches 
en antitoxines 8, y,¢ et 5 que les sérums normaux. 

Nous déduisons de nos observations que les toxines perfrin- 
gens A renferment en plus des antigénes dominants a, 9, n, des 
traces d’antigénes 8, y, 5, «. 


*x 


En 1936, dans notre premier travail sur les antigénes de la 
toxine A [4], nous avions rappelé que Wilsdon, puis Glenny et 
ses collaborateurs avaient conclu que cette toxine contient un seul 
antigéne. Wilsdon le désignait par W et ]’école de Glenny par a. 
Les différents échantillons de toxine A que nous avions préparés 
étaient plus complexes que ceux de Wilsdon et de Glenny. Aprés 
avoir désigné par a l’antigéne dominant de celte toxine et par b 
l’antigéne caractéristique de la toxine B, nous avions suppulté que 
Ja toxine A contient les antigénes léthaux a et b (6 en trés petite 
quantité). A la lumiére des résultats actuels, a représente les anti- 
genes a et 7 et b les antigénes @ et +. Ainsi que nous l’avons dit 
précédemment, nous considérons actuellement que la toxine A con- 
tient aussi des traces d’antigéne «. 


I]. — Recherches complémentaires sur la composition 
de la toxine B. 


D’aprés Glenny, Barr, Llevellyn-Jones, Dalling et Ross, la 
toxine B contient l’antigéne nécrosant a caractéristique de la 
toxine A et, en outre, les antigénes 6, y et «. Dans un travail récent, 
Mc Farlane et Knight (1941) ne mentionnent pas l’antigéne y dans 
la toxine B [28]. Nos recherches confirment les faits établis par 
Glenny et ses collaborateurs ; elles montrent en plus que la 
toxine B contient de |’hémolysine 4 et l’antigéne y de Ja toxine A. 

Au point de vue quantitatif, nos observations indiquent que les 
sérums anti-B des chevaux immunisés contre la toxine B préparée 
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dans du bouillon Vf renferment beaucoup d’anti-hémolysine 49, 
beaucoup d’anti-nécrosine @, en quantité moindre, mais trés nota- 
ble, les antitoxines 5, a, 7, «. 

Voici, en effet, les résultats que nous avons observés en 
faisant agir des sérums anti-B sur les toxines A, B, C et D. 


TITRAGES IN virro. — La dose minima hémolytique de la toxine B 
varie, d’une préparation a l’autre, de 0,001 a 0,004 c. c. Les résul- 
tats que nous avons signalés en 1936 [4] montrent que de trés fai- 
bles doses de sérum anti-B neutralisent l’hémolysine 6 de la 
toxine A préparée en bouillon Vf avec la souche Lechien ; a dose 
plus élevée, ils suppriment l’effet hémolytique des toxines B et C. 
En effet, un de nos sérums a inhibé, a la dose de 1/4.000 c.c.. 
20 D.H. de toxine A contenant l’hémolysine 6; 4 la dose de 
1/400 c. c., ce sérum a neutralisé 20 D.H. de toxine B ou D et a 
la dose de 1/700 c. c., 20 D.H. de toxine C. 


TITRAGES sUR souRIs. — En 1936, nous avons noté que le sérum 
d’un cheval immunisé avec la toxine B contenait, par c. c., 18 uni- 
tés anti-A, 700 unités anti-B, 500 unités anti-C et 20 a 25 unités 
anti-D. Ces résultats montrent nettement qu’un sérum riche en anti- 

- toxines B et C neutralise des quantités importantes des toxines A 
et D ; pour effectuer les titrages vis-a-vis des toxines A, B, C et D, 
nous avions en effet employé, comme dose d’épreuve de toxine, 
20 D. M. de l’une ou de |’autre de ces toxines. La toxine A alors 
employée contenait beaucoup d’antigéne 7. Le titre anti-a du sérum 
en question est de 1,5 unité internationale (tableau II). 

Nos titrages récents montrent qu’un sérum anti-B contenant 
500 unités anti-B par centimétre cube neutralise, 4 la dose de 
1/50 de centimétre cube, 2 D. M. d’une toxine A a facteur a pré- 


TaBLeAv. Il. — Activité an'itoxique des sérums anti-perfringens B, G 
et D vis a-vis des toxines perfringens A, B, C et D. 


TOXINE ; : 
ee er ieee een Piakesee 
Se 
AUoty oxy 4,5 (entice): 4,5 a 2 (anti-zx). 25 (anti-2) . 
——— | eee eee 
BB... .| 700 (anti-B). 4.100 & 1.200 0,5 c. c. neutralisent 6 D. M. 
chez 4 souris sur 3. _ 
a eS PE ee 
Oe eise. 500 (anti-C). 850 0,5 c. c. neutralisent 2 45 D. M. 
D .. . .}20 & 25 (anti-D,./0,5 c c. ne neutralisent pas 750 


2D. M. de toxine D. 


eee ene ne een SSS SSS, 
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— 


dominant et 2-5 ou 7 D. M. de différentes toxines A riches en anti- 
géne 4. Ce méme sérum, a la dose de 1/100 de centimetre cube, neu- 
tralise 8 D. M. d’une de nos préparations de toxine D (toxine D,) 
-et 6 D. M. d’une autre toxine D (échantillon D,). Nous avons vu 
précédemment que les sérums normaux employés a la dose de 
0,5 ce. ¢. neutralisent rarement 2 D. M. de toxine C ou D. 


TITRAGES SUR CoBAyEs. — A la dose de 1/50 de centimétre cube, 
un sérum anti-B contenant, par centimétre cube, 500 unités anti-B 
et 400 unités anti-C, neutralise 10 D.N. de la toxine A que nous 
avons désignée par E,,. A la dose de 1/500 de centimétre cube, 
il neutralise : 52 D.N. de toxine B; 38 D.N. de toxine C; 5 D.N. 
de toxine D, et 3 D.N. de toxine D,. 


* 
* 


Aprés avoir soigneusement déterminé la quantité de sérum 
anti-B qui supprime l’action nécrosante d’un poids connu de 
toxine B, nous avons constaté, d’une part, que ce mélange non 
nécrosant de sérum et de toxine n’avait aucune activité hémo- 
lytique et, d’autre part, qu’il était mortel pour les souris injectées 
par vole veineuse. Ces observations conduisent 4 admettre la pré- 
sence de l’antigéne léthal y dans la toxine B que nous avons 
employée. Cet antigéne différe de l’antigéne 7 car la nocivite 
pour la souris du mélange non nécrosant de toxine B et de sérum 
anti-B n’est pas diminuée par 1/50 de centimétre cube d'un sérum 
anti-A contenant 220 et 250 unilés anti- par centimétre cube. 

L’antigéne -, existe en faible quantité dans la toxine B envisagée, 
car, d’aprés nos titrages, la dose L.N. de cette toxine est égale 
a 0,21 mg.; la dose L + est égale 4.0,17 mg. et la D.M.M. a 
0,010 mg. 


III. — Recherches complémentaires sur la composition 
de la toxine @. 


Des recherches de Glenny, Barr, Llevellyn-Jones, Dalling et 
Ross [2], il ressort que la toxine C contient les antigénes a, 8, y, 5 5 
d’aprés ces auteurs, elle différe de la toxine B par l’absence de 
Vantigéne <. Ajoutons a cette observation que Mc Farlane et Knight 
ne mentionnent pas plus l’antigéne + dans la toxine C que dans la 
toxine B; par contre, C.L. Oakley indique cet antigéne dans les 
toxines B et C [29]. 

Nous pensons que la toxine C des cultures de 22 heures en 
bouillon Vf contient les nécrosines a, @, ¢ et les hémolysines 6 et 6, 
ear les sérums anti-C que nous avons examinés neutralisent |’ac- 
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tion nécrosante des toxines A, B, D, leffet hémolytique des 
toxines A riches en hémolysine 6 et le pouvoir hémolytique des 
toxines ©; cerlaines préparations de toxines C contiennent en 
outre l’antigéne non nécrosant +. L’antigéne y doit aussi étre éla- 
boré dans du bouillon Vf par le Bacillus paludis puisque le 
sérum anti-C qui a été fourni par 4 chevaux immunisés avec des 
toxines C préparées en bouillon Vf ont inhibé l’action léthale des 
toxines perfringens A riches en antigéne 7. 

Avant de donner nos résultats numériques, rappelons que R.F. 
Montgomerie et W.T. Rowlands [30] ont signalé que le sérum 
anti-C ne neutralise pas la toxine B des cultures de six a dix jours 
du-Cl. perfringens B; le sérum anti-C utilisé par G. R. Borth- 
wick [31] ne neutralise pas, a la dose de 0,05 ce. c., quatre D. M. 
de toxine B; d’aprés W. S. Gordon, J. Stewart, H. H. Holman 
et A. W. Taylor [24], le sérum anti-C a la dose de 0,1 c. c., ne 
neutralise pas 2 D. M. de toxine D. 


Tirraces in vitro. — Tous les dosages sont faits en présence 
de 0,1 c. c. de diverses suspensions 4 5 pour 100 d’hématies lavées 
de mouton. 

La D.M.H. des différentes préparations de toxine C que nous 
avons examinées a généralement varié entre 0,001 et 0,004 c. c. 
En ce qui concerne [activité anti-hémolytique des sérums anti-C, 
rappelons que ces immunsérums inhibent efficacement l’action 
hémolytique des toxines A, B, C et D [4] ; comme exemple, citons 
le cas d’un sérum qui contenait 7.500 unités anti-C et aussi 
7.500 unités anti-A, ce qui signifie que 1/7.500 de centimétre cube 
du sérum anti-C employé neutralisait 20 D.H. de toxine C ou A. 
(Les données numériques que nous avons signalées [4] sur le 
titre hémolytique in vitro et la nocivité in vivo des toxines A que 
nous avons utilisées indiquent que l’hémolysine 9 était présente 
dans ces toxines.) Le méme sérum contenait 1.000 unités anti-B 
et 800 unités anti-D. 


TITRAGES suR souRIS. — Nous avons titré 4 échantillons de 
toxine de type C, les échantillons C,, C,, St et Rf. Nous avons 
préparé les deux premiers avec une souche anglaise, le 3° avec la 
souche St que nous avons isolée en France et le 4° avec une 
souche recue de Turquie. La dose L+ de ces toxines, déterminée 
avec le méme sérum étalon anti-C, est respectivement égale a 
0,14 — 0,08 — 0,085 et 0,09 mg. 

Pour déterminer le titre anti-C de différents sérums_anti- 
perfringens C, nous avons utilisé comme dose d’épreuve de 
toxine 20 D.M. de I’échantillon C,; pour apprécier leurs titres 
anti-A et anti-B, nous avons recherché quel volume de ces 
immunsérums il fallait mettre en ceuvre pour neutraliser 20 D.M. 


ANTIGENES DES TOXINES PERFRINGENS 919 


de toxine A ou B. Dans ces recherches, nous avons utilisé des 
toxines A riches en antigéne 4. Nous avons constaté que des 
sérums qui titraient 350, 850 ou 1.000 unités anti-C contenaient 
500, 1.100 ou 1.400 unités anti-B et 10 a 20 unités anti-A. 
Employés a la dose de 0,5 c. c., de tels sérums ne neutralisaient 
méme pas 2 D.M. de toxine D; c’est un fait sur lequel nous 
reviendrons plus loin. Par contre, 4 la dose de 1/100 de centi- 
métre cube, le sérum contenant 1.000 unités anti-C neutralisait 
3 D.M. de la toxine E,, riche en antigéne » (toxine de type A). 
Le sérum dont le titre anti-C est de 850 unités contient, par centi- 
métre cube, 1,5 a 2 unités internationales anti-o (tableau II). 


TiITRAGES SUR CoBAYEs. — La dose nécrosante LN des toxines C,, 
C,, St et Rf précédemment titrées sur souris est respectivement 
égale a 0,17, 0,08, 0,085 et 0,095 mg. Ces résultats montrent que 
les titrages sur souris et cobayes concordent dans le eas des 
toxines C,, St et Rf et different dans le cas de la toxine C,. Aprés 
avoir observé ce fait, nous avons constaté que l’action léthale pour 
la souris d’un mélange non nécrosant pour le cobaye de toxine C, 
et de sérum anti-C était supprimée par |’addition d’une quantité 
suffisante de sérum anti-C ou anti-B, mais n’était pas empéchée 
par un excés d’antitoxine 4, ce qui nous conduit 4 supposer 
que la toxine C, utilisée dans le titrage contient l’antigéne y. Les 
trois autres toxines de type C (C,, St et Rf) ne contiennent 
ni y Ml 4. 

Pour approfondir ]’étude des toxines élaborées par les Cl. per- 
fringens du type C, nous avons poursuivi |’examen des sérums 
anti-C fournis par les chevaux immunisés avec de telles toxines. 
A la dose de 1/100 de centimétre cube un sérum anti-C contenant, 
par centimétre cube, 1.000 unités anti-C neutralise 8 D.N. de 
toxine A (préparation E,,). A la dose de 1/1.000 de centimétre 
cube (1 unité anti-C), il neutralise 62 D.N. de toxine B et 48 D.N. 
de toxine C; a la dose de 1/200 de centimétre cube (5 unités 
anti-C), il supprime |’effet nécrosant de 0,015 mg. d’une toxine D 
(dose nécrosante de cette toxine : 0,009 mg.). En présence de 
1/200 de centimétre cube de ce sérum, il faut 0,70 mg. d’une autre 
toxine D pour produire une nécrose de 5x5 mm.; ce poids 
représente environ 3 D.N. de cette toxine. Ces résultats montrent 
quele sérum anti-C employé neutralise les nécrosines a, 6 et «. Il 
s’ensuit que la toxine C contient les antigénes a, 6 et «. Nous 
avons signalé que dans les expériences sur souris, le méme 
sérum, ajouté 4 la dose de 0,5 c.c. a 2 D.M. de toxine D ne 
protégeait aucun animal. Ce fait montre que la toxine D contient 
en plus des nécrosines «a el < d’autres antigénes léthaux. 

Rappelons par opposition que les sérums anti-B neutralisent 
Yaction léthale de Ja toxine D. 
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IV. — Recherches sur la composition de la toxine D. 


D’aprés Wilsdon, la toxine D contient les antigenes W et X. 
Dans cette toxine, Glenny et ses collaborateurs [2], puis 
Mason [32] mentionnent la nécrosine <«; Me Farlane et Knight, 
ainsi que C. L. Oakley, signalent les antigénes « et ¢. Etant 
donné que ]’antigéne W correspond a l’antigéne a et l’antigene X 
a l’antigeéne (Duffett), Me Farlane et Knight adoptent l’opinion 
de Wilsdon sur la constitution de la toxine D. Il en est donc 
de méme de C. L. Oakley. 

De nos recherches, il ressort que la toxine D contient en quan- — 
tité importante plus de 2 antigénes. 


Tirraces in vitro. — La dose minima hémolytique des diffé- 
rents échantillons de toxine D que nous avons préparés a varié 
entre 0,002 et 0,004 c.c. Les sérums anti-D dont nous avons 
disposé ont manifesté une forte activité anti-hémolytique vis-a-vis 
de la toxine A_ contenant l’hémolysine 6 et vis-a-vis de la 
toxine D; par exemple, le titre de lun d’eux a été de 4.000 
vis-a-vis de 20 D.H. de ]’une ou l’autre de ces toxines [4]. 
Nous en concluons que la foxine D contient ’hémolysine § de 
la toxine A. Etant donné que la toxine du Cl. perfringens type D 
est fortement hémolytique et que les titres anti-6 des sérums anti-D 
sont élevés, on est enclin 4 admettre que la toxine D peut contenir 
en quantité importante l’hémolysine 6. 

Le pouvoir anti-hémolytique d’un sérum anti-D vis-a-vis de la 
toxine C n’a pas été supérieur a celui des sérums normaux titrés 
en méme temps ; un autre sérum anti-D a été beaucoup plus actif 
que les sérums normaux : a la dose de 1/100 de centimétre cube 
il a neutralisé 20 D.H. de toxine C. 


TITRAGES SUR souRIS. — Le litre antitoxique des sérums anti-D 
est déterminé vis-a-vis de 20 D.M. de toxine D. 

Les sérums anti-D sont trés antitoxiques vis-a-vis des toxines 
perfringens A préparées dans du bouillon Vf. Ex. : un sérum qui 
titre 1.100 unités anti-D neutralise, a la dose de 1/75 de centimétre 
cube, 20 doses mortelles de toxine perfringens A riche en anti- 
génes %et 4. A la dose de 1/450 de centimétre cube un autre sérum 
neutralise 4 D. M. de Ja toxine E 28 et 3 D. M. de la toxine E 34 
(toxines de type A contenant beaucoup d’antigéne 7). Aprés de 
tels résultats, nous pouvons ajouter 4 la conclusion que nous 
avons formulée a la suite des titrages in vitro, la notion que la 
toxine D contient aussi l’antigéne 7 non nécrosant de la toxine A. 
Le fait que le sérum anti-D fourni par certains chevaux présente 
une forte teneur en antitoxine 7, incite A penser que différentes 
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; TapLeau Il], — Action sur la souris 
de différents mélanges non nécrosants pour le cobaye. 


MELANGES DE TOXINE ET DE SKRUM INJECTES A DES SOURIS (VINES) 


NUMERO 
des mélanges 


. toxine D, + sérum anti-B (10 unités). 
- toxme D, + sérum anti-B (40 unités). 


. toxine D; + sérum anti-B (40 unités) + sérum anti-A (4110 wnités anti-y). 


. toxine D3; + sérum anti-C (40 unités). 


. toxine D; + sérum anti-C (10 unités) + sérum anti-A (44 wilés anti-a). 


. toxine D3 + sérum anti-C (500 unités). 
( 


. toxine D, + sérum anti-D (0,1 unité). 
. toxine D, + sérum anti-D (0,4 unité). 
. toxine D, + sérum anti-D (0,4 unité) + sérum anti-C (500 unités). 


. toxine D, + sérum anti-D (0,4 unité) + sérum anti-A (55 unités anti-n). 
. toxine D, + sérum anti-D (0,1 unité) + 200 unités anti-C + 44 wnités anti-n. 


. toxine D, + sérum anti-B (4 unité) + anti-A (55 unités anti-n). 
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RESULTATS 


++t+ 


++++ 


++4++ 
++4+4+ 
++4++ 


+444 


++++ 
++++ 
++++ 


t+t4 


Les signes + inscrits dans la colonne des résultats indiquent le nombre de souris mortes; les signes — 


indiquent le nombre de souris ayant survécu. 


préparations de toxine D utilisées pour immuniser ces chevaux 
trés réceptifs contenaient des quantités importantes d’antigéne 1. 

Pour préciser le titre anti-c de quelques sérums anti-D nous 
avons utilisé une toxine perfringens A ne contenant que |’anti- 
géne a. L’examen du tableau II montre qu’un sérum dont le titre 
anti-D est de 750 unilés, renferme, par centimétre cube, 2 a 5 
unités internationales anti-o. ; 

Employés a la dose de 0,5 c. c., certains sérums anti-D neutra- 
lisent 2 4 5 D. M. de toxine B ou de toxine C, ce qui conduit a 
penser que la toxine D contient aussi les antigénes 8 et y. 


TirRAGES suR copAyes. — Nous avons titré parallélement une 
toxine A (préparation E,,), une toxine D (préparation D,) et une 
toxine B. Le sérum anti-D 133, a la dose de 1/450 de centimétre 
cube, neutralise 13 D. N. de toxine A et 38 D..N. de toxine D ; en 
présence de 0,05 c.c. de ce sérum il faut 3 D.N. de toxine B 
pour produire une nécrose de 5x5 mm. Un autre sérum anti-D 
a neutralisé, a la dose de 0,025 c. c., 10 D. N. de la méme toxine B. 

Ces résultats montrent que le 1% sérum anti-D examiné est 
riche en antitoxine « et que le 2° contient une quantité notable 
d’antitoxine @. Ils permettent de confirmer l’existence de |’anti- 
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gene a dans la toxine D et révélent la présence de la nécrosine @ 
dans cette toxine. 

D’aprés les titrages sur cobayes (derme), la dose L. N. de la 
toxine D, est égale a 0,25 mg. et d’aprés les titrages sur souris 
(veines) la dose L + de cette toxine est égale 4 0,19 mg. ; le rap- 
port de ces doses L. N. et L + est égal a 1,3. Le rapport des 
doses LN et L + de la toxine D, est égal a 10. (La valeur de la 
D. M. de la toxine D, est de 0,09 mg.). Ces observations corro- 
borent la notion de ]’existence d’antigénes non nécrosants dans la 
toxine D, notion que nous avons formulée a la suite de l’expéri- 
mentation sur souris. Pour nous rendre compte si la toxine D ne 
contient pas un antigéne non nécrosant autre que les antigénes 
connus y €t y, nous avons procédé a divers essais. Les titrages du 
tableau III montrent que nous avons constaté sur souris |’action 
léthale de différents mélanges non nécrosants et, entre autres, 
Vaction léthale des 3 mélanges suivants : 

0,20 mg. de toxine D, + 1/10 unité sérum anti-D ; 


0,22 mg. de toxine D, + 10 unités anti-B; 
0,03 mg. de toxine D3 + 10 unités anti-C. 


L’action léthale du 1 et du 3° de ces mélanges n’est pas sup- 
primée par l’addition d’un excés de sérum anti-C contenant de 
lV'antitoxine y, ni par celle d’un excés de sérum anti-A riche en 
antitoxine 7; dans ces expériences, nous avons ajouté aux mélan- 
ges mentionnés soit 0,25 ou 0,5 c. c. d’un sérum anti-C contenant 
1.000 unités anti-C par c.c., soit 0,25 c.c. d’un sérum anti-A 
contenant 220-4 250 unilés anti-y par c. c. Ainsi, la neutralisation, 
par le sérum anti-C, de l’effet nécrosant de 0,03 mg. de toxine D 
n’arrive pas & supprimer la nocivité pour la souris de cette quan- 
tité minime de toxine D. Nous avons obtenu le méme résultat en 
utilisant 4 autres sérums anti-C dont les titres anti-C variaient 
entre 500 et 1.000 unités et les titres anti-B entre 750 et 1.400 
unités. Par contre, l’action léthale des 3 mélanges indiqués est 
annulée par l’addition d’une quantité suffisante de sérum anti-D 
ou de sérum anti-B. Le sérum anti-D employé titrait 450 unités 
anti-D et le sérum anti-B, 500 unités anti-B. 

Pour expliquer le fait que de fortes doses (0,5 c. c.) de 5 sérums 
anti-C différents, trés antitoxiques vis-a-vis des toxines C et B, ne 
neutralisent méme pas 2 D. M. de toxine D alors qu’un sérum 
anti-B 4 la dose de 1/20 de centimétre cube en neutralise 20, on 
peut penser que les 5 sérums anti-C que nous avons éprouvés 
possédaient moins d’antitoxine y que le sérum anti-B envisagé 
et par suite émettre Vhypothése que la toxine D contient des 
quantités importantes d’antigéne y; on peut envisager une 
deuxiéme hypothése : on peut supposer qu’il entre dans la consti- 
tution de la toxine D un nouvel antigéne non nécrosant dont l’anti- 
corps existe en quantité importante dans le sérum anti-B et fait 


SNe Ser 
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pratiquement défaut dans les sérums anti-C et anli-A. D’aprés 


_hos ttrages, cet anticorps serait abondamment présent dans le 


sérum anti-D puisque un de nos sérums anti-D neutralise a la 
dose de 1/750 de centimétre cube 20 D.M. de toxine D. Pour 
essayer de déterminer laquelle de ces deux hypothéses est a 
retenir, nous avons examiné les résultats précédents : le rap- 
port des doses L.N. et L+de la toxine D, étant seulement 
égal a 1,3, cette toxine contient peu d’antigénes non nécrosanis ; 
d’autre part, tous les sérums anti-C que nous avons éprouvés vis- 
a-vis de la toxine D, neutralisent, ainsi que nous I’avons dit, trés 
efficacement la toxine B dont le rapport des doses L. N. et L + 
est égal 4 1,23; ces faits incitent 4 considérer la deuxiéme hypo- 
thése comme plausible. Pour le vérifier, nous avons recherché si 
action léthale, pour la souris, d’un mélange non nécrosant de 
toxine D, et de sérum anti-B était supprimée par un excés de sérum 
anti-A riche en antitoxine 7. Les résultats notés A la 3° ligne du 
tableau montrent que la neutralisation n’a pas eu lieu : toutes les 
souris injectées sont mortes. Nous avons employé une si forte 
quantité de sérum anti-B et d’antitoxine 7 qu'il y a tout lieu de 
croire que les antigénes y et 1 de la toxine D, ont été neutralisés 
par les sérums anti-B et anti-A; la mortalité n’étant provoquée 
ni par l’antigéne y ni par |’antigéne x de Ja toxine D,, nous l’attri- 
buons a l’effet d’un nouvel antigéne ; nous proposons de désigner 
cet antigéne par ¢ (cola). 

Nous avons vu qu’une dose suffisante de sérum anti-B neutra- 
lise l’action léthale de la toxine D. Nous pensons que cet immun-. 
sérum contient, en plus des antitoxines déja énumérées, de |’an- 
titoxine «+ et que les toxines B utilisées pour l’immunisation du 
cheval producteur du sérum anti-B examiné contenaient lanti- 
géne 1. Toutes les toxines B ne contiennent pas cet antigéne ; en 
particulier, ne doivent pas en renfermer celles qui sont neutrali- 
sées par de trés faibles doses de sérum anti-C. Il est possible, au 
contraire, que celles de Borthwick en possédaient ; rappelons que 
d’aprés cet auteur le sérum anti-C méme 4 la dose de 0,05 c. ¢. 
ne neutralise pas 4 D. M. de toxine B. 


La constitution de la toxine perfringens B, de méme d’ailleurs 
que celle des toxines C et D, est variable 4 d’autres points de 
vue. Dans un travail antérieur, nous avons cité les travaux qui ont 
mis ce fait en évidence [83]. Nous n’y reviendrons pas ici. La 
composition de la toxine A est sujette aussi 4 des variations impor- 
tantes : alors que dans certains milieux nutritifs, les Cl. perfrin- 
gens A n’élaborent en quantité abondante que |’antigéne a, ou que 
les antigénes « et 9, dans d’autres milieux, dans le bouillon Vf par 
exemple, ils engendrent des toxines complexes riches en antigénes 
z, 6, n. Pour obtenir des sérums anti-perfringens présentant de 
multiples propriétés, il convient naturellement d’immuniser les 
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animaux avec des toxines contenant le plus possible d’antigénes ; 
en thérapeulique, il est indiqué d’utiliser de tels sérums. Dans le 
traitement des gangrénes, par ex., les sérums anti-A renfermant 
A un taux élevé les antitoxines a, 9 et 7 auront probablement un 
champ d’action plus étendu que les sérums ne possédant que l’an- 
litoxine a car les Cl. perfringens A qui se multiplient dans les 
tissus gangrénés doivent vraisemblablement engendrer non seule- 
ment la toxine «, mais aussi les agents toxiques § cl 7. 


Caractérisation des Cl. perfringens A, B, C et D. 


Aprés les recherches de Jimenez [34], de Sordelli et Ter- 
rari [85], montrant que le sérum anti-perfringens A fait appa- 
raitre un précipité dans les extraits de Cl. perfringens A, 
Sordelli et Ferrari [85], Netchaievsky et Mitelman [36] ont 
signalé qu’un précipité se produit aussi dans de tels extraits 
Jorsqu’on leur ajoute un exsudat ou une émulsion d’organes 
d'animaux morts d’infection a Cl. perfringens A. Il a été conclu 
que cette derniére réaction est spécifique et permet de faire le 
diagnostic précoce de la gangréne gazeuse. 

Voici, briévement, le mode de préparation des extraits employés 
par les auteurs que nous venons de mentionner : 


a) Extraits de Cl. perfringens A. 

1° Sordelli et Ferrari mettent en suspension dans de l’eau salée les 
Cl. perfringens A retirés des cultures faites en bouillon ou sur gélose. 
Aprés un chauffage de cing minutes 4 50° ou 100°, la suspension est 
centrifugée. 

2° Netchaievsky et Mitelman chauffent pendant cing minutes 4 50° 
une culture de vingt-quatre heures de Cl. perfringens A en milieu glu- 
cosé 4 1 p. 100 puis centrifugent. 

b) Extraits d’organes. 

Les organes (foie, rate ou muscles) sont broyés en présence d’eau 
physiologique. Une partie est centrifugée ; l’autre moitié est chauffée 
pendant quinze minutes a 100°, puis centrifugée. Les deux centrifugats 
sont dilués 4 1 p. 10 avec de l’eau physiologique. 


Dans nos essais, nous avons préparé des cultures de Cl. perfrin- 
gens A en bouillon Vf glucosé a 1 p. 100, des extraits microbiens 
selon les deux principes indiqués ci-dessus et des extraits de foie 
de cobayes morts en dix-huit a vingt-quatre heures a la suite d’in- 
jections intra-musculaires de cultures de Cl. perfringens A (souche 
SS). De nos investigations il ressort : 1° l’extrait hépatique non 
chauffé, dilué au 1/10, fait apparaitre un précipité en anneau dans 
les extraits de bacilles perfringens préparés suivant la méthode de 
Netchaievsky et Mitelman ; il n’en fait pas apparaitre dans des 
extraits microbiens faits en présence d’eau physiologique comme 
dans les expériences de Sordelli et Ferrari. 2° Aprés quinze ou 
méme cing minutes de chauffage a 100°, l’extrait hépatique dilué 
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au 1/10.ne détermine pas de précipité dans les 2 sortes d’extraits 
de Cl. perfringens A que nous avons ulilisés. 

Pour déterminer si la précipitation que nous avons observée est 
spécifique, nous avons préparé deux extraits hépatiques témoins 
avec le foie de 2 cobayes n’ayant pas recu d’inoculation de 
Cl. perfringens A. Nous avons constaté que ces extraits hépa- 
tiques témoins, dilués au 1/10, provoquaient la formation d’un 
précipité en anneau dans les extraits du Cl. perfringens A pré- 
parés d’aprés la méthode de Nitchaievsky et Mitelman. La réac- 
tion de précipitation que l’on obtient en mettant en présence un 
extrait de Cl. perfringens A et un extrait d’organes prélevés a un 
cobaye tué par linoculation d’une culture du germe a identifier 
ne nous semble donc pas une méthode absolument stre de 
diagnostic des Cl. perfringens A. 

Parallélement, nous avons préparé des extraits de Cl. per- 
fringens type B et un extrait hépatique de cobayes morts aprés 
inoculation d’une culture perfringens type B. Dans lextrait de 
Cl. perfringens B additionné de cet extrait hépatique dilué au 1/10 
ou au 1/40 un précipité s’est formé ainsi que lon pouvait s’y 
attendre. Mais, en effectuant des réactions croisées entre les 
extraits précédents et ces extraits, nous avons aussi observé des 
anneaux dé précipitation : |’extrait hépatique des cobayes morts 
de Cl. perfringens A a produit un abondant précipité dans ]’extrait 
de Cl. perfringens B, analogue a celui qui s’est produit en mettant 
en présence l’extrait hépatique de cobayes morts de Cl. perfrin- 
gens B et Vextrait de Cl. perfringens A. Cette méthode ne peut 
done servir a identifier différents types de perfringens. 

Récemment, Haynard [37] a proposé la méthode de Nagler au 
sérum humain pour identifier rapidement les Cl. perfringens A, 
mais Weed et Minton [38] ont observé des cas de non-spécificité 
en utilisant cette méthode. 

Dans un travail antérieur [33], nous avons indiqué les doses 
de sérums anti-perfringens anti-A, anti-B, anti-C et anti-D que 
nous faisons agir sur une ltoxine perfringens 4 identifier. Les 
mélanges sont injectés par voile veineuse a des souris de 17 a 
20 g. et les survies sont notées le lendemain. Nous avons donné 
dans un tableau récapitulatif les résultats qui permettent de dire 
a quel type perfringens appartient la toxine injectée. Cette méthode 
de diagnostic est un peu longue, mais elle a l’avantage d’étre 
spécifique. 


Quelques exemples d’infections causées en France 
par les Cl. perfringens A, B, C, D. 
En 1935, Weinberg, Guillaumie et Staub [5] ont décrit le pre- 
mier cas d’infection a Cl. perfringens C observé en France chez 
le mouton. 


926 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


Lesbouyries et Berthelon, en 1936, ont longuement étudié Ja 
question des entérotoxémies animales [39] ; d’aprés ces auteurs, 
Ventéroloxémie du lapin est fréquente de janvier a juin dans la 
région parisienne. Aprés avoir isolé des bacilles perfringens du 
type A dans le sang des animaux morts, Lesbouyries et Berthelon 
ont soumis des lapins malades 4 divers traitements et constaté 
que |’injection intraveineuse de 10 c. c. de sérum anti-gangréneux 
de l'Institut Pasteur guérissait les lapins dont la température 
n’était pas inférieure a 37°. Chez les jeunes veaux et chez les 
chévres, les mémes auteurs ont également observé des cas d’enté- 
rotoxémie provoquée par le Cl. perfringens A. Lesbouyries et Ber- 
thelon ont en outre noté des cas d’entérotoxémie chez le mouton 
dans de nombreux départements (Yonne, Basses-Pyrénées, Somme, 
Oise, Marne, Seine-et-Oise, Aveyron); de leurs recherches, ces 
auteurs ont conclu que ]’agent causal est tantot le Cl. perfringens A, 
intégralement neutralisé par le sérum anti-perfringens de |’ Institut 
Pasteur, tantét le Cl. perfringens type D. 

Le chien est sujet aussi 4 des accidents entérotoxémiques. M. La- 
mouroux, conduit dans notre laboratoire par M. R. Lamy, nous en 
a signalé un cas grave. Deux injections sous-cutanées d’un holo- 
sérum anti-perfringens [40] que nous avons remis 4 M. Lamou- 
roux ont remis le chien en observation dans un état tout a fai! 
normal. Ainsi qu’on le sait, un holosérum anti-perfringens est un 
sérum actif contre les divers antigénes élaborés par les Cl. perfrin- 
gens des types A, B, C et D (1). 


Résumé. 


En immunisant des chevaux avec des toxines perfringens A, B, 
C et D préparées dans des bouillons Vf, nous avons obtenu des 
sérums qui nous ont permis de faire les constatations suivantes 
au cours des titrages in vitro et in vivo que nous avons effectués : 


1° Trrraces IN virro. — Les sérums anti-perfringens A sont 
trés anti-hémolytiques non seulement vis-a-vis de la toxine per- 
/ringens A, mais encore vis-a-vis des toxines B et D. Ils sont légé- 
rement anti-hémolytiques vis-a-vis de la toxine perfringens C ; 
leur activité anti-hémolytique vis-a-vis de cette derniére toxine est 
supérieure a celle des sérums normaux. 


Les sérums anti-perfringens B et C sont trés anti-hémolytiques 
vis-a-vis des toxines A, B, C et D. 


(1) Rappelons que l’on peut obtenir un holosérum anti-perfringens 
de titre élevé en injectant 4 un méme cheval des toxines perfringens 
différentes préparées en bouillon Vf: toxine A + toxine B + toxine D, 
ou toxine A + toxine C + toxine D. 


P 
i 
; 
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Les sérums anti-perfringens D sont trés anti-hémolytiques vis-a- 
vis de la toxine perfringens D et aussi vis-a-vis des toxines A et B ; 
certains sont nettement plus anti-hémolytiques vis-a-vis de la 
toxine C que les sérums normaux. 


2° ‘TITRAGES SUR SOURIS, INJECTIONS INTRAVEINEUSES. — Certains 
sérums anti-perfringens A suppriment a la dose de 0,05 c. c. V’ac- 
tion léthale d’une dose mortelle et demie de toxine perfringens B. 

Les sérums anti-B neutralisent non seulement des quantités éle- 
vées de toxine B ou C et des quantités importantes de toxine D, 
mais aussi annulent la nocivité pour la souris de quantités notables 
de toxine A contenant les antigénes a, 4 el 4. 

Des sérums anti-perfringens C qui sont trés actifs vis-a-vis des 
toxines B et C ne suppriment pas, méme a la dose de 0,5 ¢. ¢., 
Vaction léthale de 2 D. M. de toxine D ; par contre, certains neu- 
tralisent, 4 la dose de 0,01 ¢. c., trois doses mortelles de toxine 
perfringens A riche en antigénes 9 et 4. 

Les sérums anti-perfringens D employés a faible dose inhibent 
des quantités importantes de toxine perfringens A dont les anti- 
génes dominants sont : a, 9, 7. Employés a forte dose (0,5 c. ¢.), 
certains sérums anti-D inhibent plusieurs doses mortelles de 
toxine B ou de toxine C. 


3° TITRAGES SUR COBAYES, INJECTIONS INTRADERMIQUES. — Un des 
sérums anti-perfringens A que nous avons examinés a atténué, a 
la dose de 0,05 c. c. : 5 doses nécrosantes de toxine B, 6 doses 
nécrosantes de toxine C et 4 doses nécrosantes de toxine D. 

Au fait connu que le sérum anti-C, de méme que les sérums anti- 
B, supprime l’action nécrosante de quantités élevées de toxine A, 
B ou C, nous ajoutons la notion que cet immunsérum neutralise 
Veffet nécrosant de petites quantités de toxine D. Par exemple, 
un sérum anti-C contenant 1.000 unités anti-C par centimétre cube, 
neutralise, a la dose de 0,01 c. c. trois doses nécrosantes de 
toxine D. (Par contre, i] n’annule pas, méme 4 la dose de 0,5 ¢. c., 
Vaction léthale de 2 doses mortelles de cette toxine). Parallélement 
nous avons observé qu’un sérum anti-B, dont le titre était de 
500 unités anti-B par centimétre cube, neutralisait 4 la dose de 
0,002 c. c., 5 doses nécrosantes d'une toxine D; a la dose de 
0,01 c. e., il inhibail 8 doses mortelles de la méme toxine. 


Conclusions. 


L’ensemble des résultats des titrages in vitro et in vivo que nous 
venons de rapporter montre que les sérums anti-perfringens A con- 
tenant 4 un taux élevé les antitoxines a, 9 et 4 sont plus riches en 
antitoxines 6, 6, y et « que les sérums normaux. Nous concluons que 
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la toxine perfringens A renferme en plus des antigénes dominants 
2, 9 etn, des traces d’antigéne 8, 8, y et «. 

La toxine perfringens B préparée en bouillon Vf est trés com- 
plexe : elle contient en quantité importante non seulement les anti- 
génes a, @, e, mais encore l’hémolysine 6; l’antigéne ¥ est a citer 
aussi parmi les antigénes de la toxine B. 

L’antigéne y existe quelquefois dans la toxine perfringens © pré- 
cipitée par le sulfate d’ammonium. Aux nécrosines a et @ déja signa- 
lées dans l’exotoxine des Cl perfringens C, il convient d’ajouter 
la nécrosine «. Le fait que différents sérums anti-perfringens C neu- 
tralisent des quantités importantes de toxine perfringens A riche en 
antigéne 7 permet de penser que l’antigene 7 est fréquemment pré- 
sent dans la toxine perfringens C. 

La toxine D contient non seulement les antigénes « et ¢ indiqués 
par différents auteurs, mais encore les antigénes§ et 7 en quantité 
notable. Les antigénes @ et 5 figurent en quantité minime dans la 
toxine D. L’antigéne y existe aussi dans cette toxine. 

Nous supposons qu’un autre antigéne, ]’antigéne non nécrosant +, 
entre dans la constitution des toxines perfringens B et D préparées 
dans des digestions pepsiques a base de viande et de foie (bouil- 


lon Vf). 


Depuis les recherches de Wilsdon, il est connu que les toxines 
perfringens A, B, C et D contiennent un antigéne commun ; Glenny 
et ses collaborateurs ont désigné cet antigéne par a. Les notions 
que nous venons d’exposer montrent que les deux autres antigénes 
caractéristiques de la toxine perfringens A - ’hémolysine 6 et ]’an- 
tigéne non nécrosant » — peuvent étre élaborés en quantité appré- 
ciable par les Cl. perfringens des types B, C et D ensemencés dans 
des digestions chlorhydropepsiques de viande et de foie. 

Les divers types de Cl. perfringens engendrent vraisemblable- 
ment chez |’animal] des toxines aussi complexes que dans les bouil- 
lons les plus nutritifs. Aussi il est indiqué d’utiliser en médecine 
vétérinaire un holosérum anti-perfringens actif a la fois contre tous 
les antigénes que nous venons de mentionner dans les toxines per- 
fringens A, B, C et D. 
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SUR LES REACTIONS SERIQUES CONSECUTIVES 
A L’ADMINISTRATION DE PENICILLINE 


par J. LOISELEUR, M' M. LEVY et B. SUREAU. 


Unstitut Pasteur.) 


Nous avons recherché si l’action prolongée de la pénicilline 
entraine dans le sérum l’apparition de réactions spécifiques. La 
simple observation directe de précipités entre le sérum d’une part 
et la pénicilline d’autre part ne donne aucune indication, puisque 
d’une fagon générale le sérum provenant d’un malade soumis a 
un traitement prolongé ne flocule pas par l’addition de pénicil- 
line. Au contraire, l’épreuve de viscosité (1) met en évidence des 
modifications constantes et spécifiques qui apparaissent au cours 
du traitement. 

Nous nous sommes servis pour l’expérimentation animale, de 
la pénicilline « Burroughs et Welcome » qui contient 75 a 80 p. 100 
d’impuretés. 

I. — EXPERIENCES SUR LE LAPIN. 


Un lapin (2,860 kg.) recoit pendant sept jours une dose totale de 
42.000 unités, répartie en 14 injections intramusculaires, administrées 
a la cadence de deux injections par jour, l’une a 9 heures, l’autre a 
18 heures (3.000 U. chaque fois, dissoutes dans 3 c.c. de NaCl a 
7 p. 1.000). Avant le traitement, 1’étude de la viscosité donne un 
résultat négatif (courbe J, en pointillé) : l’addition de la solution de 
pénicilline entraine, pour toutes les concentrations essayées, une chute 
de la viscosité du sérum. 

Le lendemain de la derniére injection préparante, la méme épreuve 
moutre que l’introduction de pénicilline entraine un accroissement 
considérable de la viscosité (+ 11,4 p. 1000), pour la dose de 20 U. par 
1 c.c. de sérum (courbe I, en trait plein). Ce maximum est trés 
accentué : de part et d’autre, l’intensité de la réaction diminue. 

L’animal est laissé huit jours au repos : la réaction est alors devenue 


négative. ; 


(1) L’épreuve de viscosité consiste 4 mesurer les variations de la 
viscosité qu’entraine l’addition au sérum d’une dilution de pénicilline. 
Cette dilution possédant une viscosité inférieure 4 celle du sérum, la 
viscosité du mélange est, dans le cas général d’un sérum quelconque, 
inférieure 4 celle du sérum seul ; au contraire, si le sérum contient 
un anticorps spécifique, l’accolement de l’antigéne et de 1’anticorps 
entraine, dans la zone d’équivalence, une augmentation de la -valeur 


de la viscosité. 


ne 
“< 


- 
ae 7) S 
ht 


On ae Guuiter  caeeaibl te jee (courbe 2) en ] 
‘en abscisse la durée de l’expérience et en ‘ordonnée la var 
maxima de viscosité observée lors de chaque épreuve (c’ est-t-di = 
celle qui correspond a la zone d’équivalence). L’expérience a été — 


lendewein de la derniére 
injection préparante 


Variation relative de la viscoslté 


Avent traitement 
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maxima de la viscosité 


du sérum pur addition de 
pénicilline 
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répétée sur deux autres lapins, en donnant des résultats exacte- Ex: 
ment superposables (courbe 38). 
Nous sommes ici en présence d’une réaction spécifique d'immu- <4 
nité, du méme type que celles qui sont présentées par les molé-. 
cules de faible poids moléculaire (2) et caractérisée par les faits 
suivants : ak 


a): Cadence trés rapide des injections nécessaires ala ‘prepara: 


(2) va estan a. R. Acad. Sci., 1946, 222, 159, ‘461 et 978. — 
J. Lorseneun et MU L. Jacop. C. R. Acad. Sei., 1946, 222, 1013. ee 
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tion de l’animal, cadence qui est en relation évidente avec la grande 
diffusibilité de l’antigéne ; fee 

b) Apparition d’une réaction positive dés la fin du traitement et 
sadisparition rapide au cours des jours consécutifs ; 

x) Présence d’un phénoméne de zone trés net dans la réaction 
sérique. 


Nota : l’épreuve de viscosité exige de répéter les mesures A des con- 
centrations différentes de pénicilline (5 A 6 mesures au minimum) de 
facon & explorer la zone d’équivalence, ce qui exige une quantité 
notable de sérum (15 4 25 c.c.). Nous avons tourné la difficulté en 
opérant avec le sérum dilué au 1/2 par une solution de NaCl A 


+13 ,4% 


é 


y, 
8S) Le lendemain de la 


derniére injection 
préparsnte 


viscosit 


+5 


Variation reletive de 1 


Pénicilline ajoutée A lec de sérum 


Avant traitement 


eres = Courbe 3 = 


7 p. 1.000. 2,5 c. c. de cette dilution sont introduits dans le viscométre 
(appareil de Lecomte du Nowy, Chaix et Verrain) : dés que la valeur 
est stabilisée, on ajoute 0,5 c.c. de la solution de pénicilline. dans 
NaCl 7 p. 1.000. On opére ainsi successivement de fagon 4 mettre au 
contact du sérum 4, 20, 40, 80 et 160 unités de pénicilline. 


Voici une variante de l’expérience qui démontre encore mieux 
la parenté de ces réactions avec les phénoménes de |’immunité 


classique. 


Un lapin subit pendant sept jours un traitement d’injections prépa- 
rantes identique aux précédents (6.000 U. par jour, au total 42.000 U.). 
Le huititme jour, le lendemain du traitement, l’épreuve de viscosité 
est devenue positive (+ 13,4 p. 100) (courbe 4). Le lapin subit alors 
pendant vingt-quatre heures un traitement intensif (24.000 U.). Trois 
heures aprés la fin du traitement, la courbe de viscosité accuse une 
chute notable par rapport a la veille (augmentation de 7,2 p. 100 seule- 
ment). Aprés vingt-quatre heures de repos, l’épreuve de .viscosité 
accuse un nouveau sommet (+ 10,8 p. 100). Enfin aprés huit jours de 
repos, l’épreuve est devenue totalement négative. 
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Cette chute immédiate de la réaction consécutivement au trai-— 


tement intensif reproduit trés fidélement la chute des anti- 
corps (phase négative) que l’on constate chez un cheval immunisé 
contre une toxine, pendant les quelques jours qui suivent une injec- 


lion de réactivation ; les phénoménes sont les mémes, mais pré-— 


sentent un -décalage de temps correspondant a la diffusibilité et 
i l’élimination de |’antigéne. 

On peut maintenant se demander si cette réaction est spécifique 
de la pénicilline elle-méme, puisque le produit que nous avons 
employé contient 80 p. 100 d’impuretés. Un lapin subit pendant 
huit jours 16 injections préparantes de pénicilline « Burroughs 
et Welcome ». Le neuviéme jour, ]’animal est saigné et, avee son 


+10% 


+5 


Variation relative de la viscosité 


= Traitement 
préparation intensif 

du lapin par ( 
la pénicilline 


Fe - Courbe 4 - 


sérum, on opére parallélement l’épreuve de viscosité, d’une part 
avec la pénicilline « Burroughs et Welcome » et d’autre part 
avec la pénicilline pure (cristallisée sous forme de+ sel de Na, 
de |’Imperial Chemical L. T. D.). La courbe 5 reproduit le 
résultat de l’expérience. Les courbes sont étroitement superpo- 
sables, mais le résultat est plus faible avec la pénicilline pure. 
On constate que le maximum, correspondant a la zone d’équiva- 
lence, exige dans les 2 cas le méme nombre d’unités de pénicil- 


line. Par conséquent, la réaction est due — pour une pari spéci- 
fique — a la pénicilline elle-méme et pour une autre part — non 
spécifique aux impuretés qui accompagnent le produit com- 


mercial. 


I]. — Cnez LE MALADE EN COURS DE TRAITEMENT. 


_ Grace a l’amabilité du D™ René Martin, médecin chef de 
Vhopital Pasteur, que nous tenons a remercier ici, nous avons 


Feil 
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pu étudier le sérum de nombreux malades en cours de traitement 
par la pénicilline. 

D’une fagon générale, le traitement par la pénicilline est pro- 
longé pendant une durée suffisante pour. que le malade présente 
la réaction qui vient d’étre constatée chez le lapin. Cette immunité 


Pénicilline 
Burroughs et Welcome 


+154% 


+10 


Epreuve de viscosité sur le sérum 
d’un malade non traité par la 
pénicilline 


22) 


viscosité 


Pénicilline ajoutée & lee de sérum 


-2 


relative de la 


-4 


-6 


Variation 


-8 - Courbe 6 = 


posséde la méme chronologie particuliére, apparaissant trés rapi- 
dement pendant le traitement et disparaissant quelques jours 
aprés la fin du traitement. Nous considérons successivement : 

a) Les malades témoins n’ayant pas subi le traitement ; 

b) Les malades traités par Ja pénicilline ; 

c) L’évolution de la réaction sérique pendant la durée du trai- 
tement. 


a) Matapes tEmMoins. — Les malades n’ayant pas subi le trai- 
tement accusent une réaction constamment négative, quelle que 
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soit la dose de pénicilline ajoutée au sérum. La courbe 6 repré- 


sente l’un d’eux (Le..., fievre typhoide). Pour tous les malades, 
allure est la méme. Le tableau I reproduit le résultat d’ensemble 
des malades témoins ; 


Tasieav I. 
AUGMENTATION RELATIVE - 
de la 
viscosité du sérum 

en présence de pénicilline 
L6;;.; MOVPOyPHOlde: c. ake qh Goteene Veioe en eee 2—2 p. 4100 
By-..;6tat normals 23) 6 is 5 cee een sae i 
La... Cpithéliimuterin 205.) Yo tip oot, cme arene 1-3 — 
Varz,; épithéhunmntériny. 27 p37 Ghee aa ee ,—3 — 
JU. <;-6pithelyim wterin «424595 34 See oo eee >—3 — 
M6) =épithélium <uterins 6. se2a5) aah ae eee one 0 

b) MaLaDEsS TRAITES PAR LA PENICILLINE. — Dans tous les cas, 


l’introduction de pénicilline dans le sérum entraine une augmen- 
tation de sa viscosité, augmentation localisée dans une zone étroite 
des concentrations respectives. Les figures 7 et 8 reproduisent 
2 de ces courbes dont l’allure typique est constante : 

L’ensemble des malades traités est groupé dans le tableau I, 
ou figurent la valeur maximum de |’augmentation relative de la 
viscosité, la dose de pénicilline correspondant 4 ce maximum, 
Vindication de la cadence du traitement (pénicilline injectée chaque 
jour) ainsi que le stade du traitement au moment de l’épreuve de 
viscosité. 

TaBLEAv II. 


A SR EES AS EE EE SE RA SA AE, SR SA 


STADE 
du QUANTITE + S 
traitement de 5 
au pénicilline $ = 
moment injectée g $3 
de la chaque jour Seo 
prise de sang g= = 
aS 
on 
5 
< 
. |Septicémie a staphylocoques. Depuis 38 jours. 200.000 U 44 4 
Endocardite a streptocoques. Depuis 23 jours. 480.000 U + 1,9 
. |Endocardite 4 staphylocoques. Depuis 23 jours. 200.000 U +4 
Abcés du cerveau. Depuis 15 jours. 200.000 U + 4,3 
ee a staphylocoques. Depuis 7 jours. 120.000 U + 4,3 
Ant rax. : Depuis 8 jours. 400 000 U + 8,8 
: paueestion pulmonaire. 10 j. aprés la fin d'un traitement de 8 j.4 460.000 U.|+ 4,5 
cés du poumon. 18 j. aprés la fin d’un traitement de 8 j. 8.120.000 U.|— 8 


RPREUVE 
de viscosité 


Dose de pénicilline 
entrainant le maximum 
de viscosité 


bo 
Oo 
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Se ee ee 


ere Dae le Saearone par. la ‘pénieilline entraine rapidement oe x 
~ formation d'anticorps décelés par la réaction de viscosité, Ces: 
es Bein: persistent pendant toute la durée du traitement. et dispa- 
ct rapidement avec la fin du traitement ; | : 


2° Que la réaction de viscosité fait intervenir 2 facteurs” aay 
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traité & la pénicilline 


Variation relative de la viscosité 


Pénicilline ajoutée & lec de sérum 
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valeur absolue du maximum de viscosité et le taux de pénicilline 
pour lequel ce maximum apparait. On constate ainsi que le 
__-phénoméne de zone refléte parfois l’intensité du traitement. 
 ___—‘L’intensité de la réaction de viscosité est ainsi en relation avec 
4 Vintensité et la durée du traitement. 


aes ¢) EVOLUTION DE LA REACTION SERIQUE PENDANT LA DUREE DU TRAI- 
TEMENT. — La réaction, pratiquée 4 des intervalles réguliers au 


A, Oe ee ee 
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cours du traitement, est constamment positive : : quelques. yout 
apres Ja fin du traitement, elle devient négative. 

La courbe 9 reproduit le traitement de M™* Ré... (septicémie a 
staphylocoques). Cette courbe ne commence que huit jours apres 
le début du traitement. Elle montre constamment un clocher 


-5Jpenicilline yet 


pré a 
par la pénicilline 


- Courbe 10 - 


positif. Vingt jours aprés Ja fin du traitement, ]’épreuve est 
devenue négative. 

La courbe 10 (M™° Car..., septicémie & staphylocoques) est plus 
démonstrative encore, puisque l’expérience a débuté avant le 
traitement. Ce traitement a été fait en deux étapes successives. 

La courbe montre bien que la cessation du premier traitement 
entnaine une baisse de l’épreuve de viscosité, qui se reléve dés 
qu’a commencé Ja deuxiéme phase du traitement. 

I] est & noter que les prises de sang étaient faites en cours de 
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traitement et que la persistance des injections de pénicilline 
entraine, chez le malade, une saturation partielle de l’anticorps, 
analogue a celle qui a été provoquée artificiellement chez le 
lapin “(courbe 4). Cette remarque explique que chez des malades 
soumis a un traitement particuli¢rement intense, Pépreuve de 
viscosité donne habituellement des valeurs trés faibles (3); un 
exemple en est fourni par la courbe de By... (courbe 11), porteur 
dun abcés du cerveau. 

Le traitement comportait 215.000 unités par jour. On constate 
qu'une interruption momentanée du traitement pendant cinq jours 
entraine le relevement de la courbe. 

Nota. — La mise en évidence de la présence dans le sang d’un 


Période de traitement 
par la pénicilline 
- Courbe 1} = 


anlicorps consécutif au traitement pénicilliné permet d’expliquer 
certains incidents, d’ailleurs trés rares, de ce traitement. 
Michie et Bailie (4) relatent ainsi un cas d’eczéma consécutif 


(3) Il est bien évident que l’antigéne essayé dans la réaction de 
viscosité doit étre le méme que celui qui a donné naissance & 1’anti- 
corps. Si la pénicilline injectée est constituée par un mélange de 
marques commerciales différentes, la recherche de l’anticorps devient 
difficile, par suite de ]’interférence des diverses impuretés. I] faudrait, 
en effet, pouvoir disposer, pour l’épreuve de viscosité, du méme anti- 
gene constitué par un mélange correspondant exactement aux péni- 
cillines injectées. Ces diverses pénicillines peuvent présenter, par leurs 
impuretés, des interférences qui troublent les mesures de. viscosité. 
Outre les impuretés, la pénicilline commerciale est constituée d’un 
mélange en proportions variables de pénicilline G (environ 75 p. 100), 
Ee ky CLC 

(4) W. Micnrr et H. W. C. Bairiz. Brit. med. J., 21 avril 1946, 
n° 4398, 554. 
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a un traitement prolongé et a hautes doses, eczéma dont |’étio- 
logie fut confirmée par la cuti-réaction. D’aprés ces auteurs, 
c’était la premiére observation sur les 30.000 cas traités avec de 
la pénicilline de la méme origine (« Pfitzer batch »). 

L’utilisation de pénicilline 4 l’hépital Pasteur a provoqué deux 
incidents analogues, sur plusieurs centaines de malades traités. 
Voici ces observations, qui ont été mises 4 notre disposition par 
le D? René Martin : 


M. P, A..., agé de trente-six ans, est porteur d’une pseudarthrose 
infectée du 1/3 inférieur du tibia droit, survenue a la suite d’un acci- 
dent. Tous les traitements mis en ceuvre ayant échoué, il est hospitalisé 
a l’hépital Pasteur le 1° mai 1945 pour réintervention sous pénicilline ; 
pendant neuf jours, le malade recoit chaque jour 120.000, puis 
80.000 unités de pénicilline Pfitzer par voie musculaire et 30.000 unités 
par un drain local ; le 10 mai, le traitement est interrompu et le 
malade rentre chez lui, en excellente voie de guérison, se plaignant 
seulement de démangeaisons auxquelles on n’attache pas d’impor- 
tance. Il ne prend aucune médication. Le lendemain, l’un de nous 
est appelé d’urgence auprés de lui, le malade frissonne, la température 
est A 40°, il se plaint de sensations d’étouffement, le pouls est rapide 
et filant, en quelques heures, de vastes plaques d’urticaire apparaissent, 
particuligrement abondantes au niveau des articulations. 

L’état général s’améliore 4 ce moment un peu ; mais, malgré ]’admi- 
nistration d’hyposulfite et d’antergan, l’urticaire ne céde pas; le 
lendemain, une administration intempestive de campestryl provoque 
une nouvelle poussée. Puis tout rentre dans l’ordre en trois jours. Le 
malade a recu au total 1.190.000 unités de pénicilline Pfitzer. 

A la méme époque, l’enfant I. L..., 4gé de sept mois, présente un 
furoncle de la lévre supérieure ; devant la menace que présente cette 
affection, on lui fait A vingt-quatre heures d’intervalle, deux infiltra- 
tions locales de 25.000 unités de pénicilline dissoutes chacune dans 
10 c. c. de scurocaine 4 1 p. 100. Le lendemain de la seconde infiltra- 
tion, l’enfant dont le furoncle est en voie de résorption, présente une 
poussée d’urticaire avec température 4 38°5. Tout rentre dans l’ordre 
en vingt-quatre heures. : 

La encore, il s’agissait de pénicilline Pfitzer, provenant du méme lot 
que celle utilisée pour M. P. A... 


En résumE : La pénicilline provoque dans le sang l’apparition 
d’un anticorps, décelable par |’épreuve de viscosité. La réaction 
apparait dans les premiers jours qui suivent le début du traite- 
ment et disparait rapidement aprés la cessation du traitement. La 
présence de ces anticorps peut étre A lorigine de certains inci- 
dents provoqués par l’usage de la pénicilline. 


ROLE DU SYSTEME GANGLIONNAIRE LYMPHATIQUE 
DANS L’ALLERGIE TUBERCULINIQUE 


par R. LAPORTE (*). 


(Institut Pasteur.) 


C’est une opinion trés généralement admise que seule la for- 
mation de tissu tuberculeux est capable de conférer a un orga- 
nisme |’état d’hypersensibilité 4 la tuberculine. Des recherches 
nombreuses auxquelles sont attachés les noms de Straus et 
Gamaléia, de Krompecher, de Bessau, de Boquet et Négre, de 
Petroff et de ses éléves, ont en effet établi que les bacilles tuber- 
culeux morts qui provoquent, comme les bacilles vivants, l’appari- 
tion de lésions a structure tuberculeuse sensibilisent en méme 
temps a la tuberculine, tandis que cette substance elle-méme, 
constituée par des protéines bacillaires solubles, n’est pas 
capable de créer du tissu tuberculeux chez un animal neuf et n’a 
aucune propriété allergisante. Il est donc logique de penser que 
Vorigine de l’hypersensibilité spécifique est dans le foyer tuber- 
culeux lui-méme. Pourtant les recherches de Willis (1), de 
Rosenthal (2), de Boquet et Béquignon (3), de Neégre et 
Bretey (4) ont établi que l’excision large, aprés des délais variés, 
d’un foyer d’inoculation intracutanée de bacilles tuberculeux 
n’empéche pas l’apparition de Vallergie et n’a guére d’influence 
sur l’intensité de cet état. Des expériences antérieures. (5) nous 
ont permis d’établir que, si l’excision du foyer d’inoculation 
n’empéche pas l’allergie, c’est vraisemblablement parce que les 
bacilles introduits dans l|’épaisseur de la peau pénétrent trés rapi- 
dement dans les vaisseaux lymphatiques qui en assurent une dis- 
persion quasi instantanée. I] nous a paru intéressant de rechercher 
quel est le degré d’activité sensibilisante des corps bacillaires 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 février 1946. 

(1) Am. Rev. Tub., 1925, 14, 427. 

(2) Am. Rev. Tub., 1939, 39, 128. — The General Tissue and Humoral 
Response to an Avirulent Tubercle Bacillus. Urbana. 1938. The Univer- 
sity of Illinois Press. 

(3) C. R. Soc. Biol., 1939, 134, 578. : 

(4) Vaccination par le BCG par scarifications cutanées, Paris, 1942, 
Masson, éditeur. 

(5) Ces Annales, 1943, 69, 59. 
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introduits dans le réseau lymphatique cutané par une inoculation 
dermique et qui échappent 4 une excision méme large du foyer 
d’inoculation. 

Dans ce but, trois groupes de 5 cobayes a pelage clair, trés 
vigoureux et ne réagissant pas spontanément a la tuberculine, 
ont recu une inoculation dans la peau de la nuque de 2 mg. de 
corps bacillaires tués par un chauffage de quinze minutes a 100°, 
pesés humides aprés essorage et provenant d’une culture sur 
milieu solide a l’ceuf de la souche bovine Dup., variante lisse de 
trés grande virulence. Tandis que les animaux du premier lot 
étaient conservé comme témoin, on a procédé pour les deux autres 
lots & une excision trés large du foyer d’inoculation portant sur 
toute l’épaisseur de la peau, et cela aprés un temps de cing 
minutes pour le deuxiéme lot et de vingt-quatre heures pour le 
troisiéme. Puis tous les animaux ont été éprouvés aprés des 
temps variables par injection intradermique de tuberculine brute 
diluée dans l’eau physiologique. Déja huit jours aprés | ino- 
culation bacillaire, 14 sur les 15 animaux  réagissaient 
d’une maniére nettement positive 4 |’intradermo-tuberculination 
(0,1 em* au 1/10). Aprés trois semaines la sensibilité de tous les 
cobayes sans exception était telle que la méme dose de tuber- 
culine a provoqué chez eux des réactions nécrotiques de 15 a 
20 mm. de diamétire ; 0,1 cm* de tuberculine diluée au 1/1.000 
donnait encore une réaction trés nette a centre nécrotique. 
Aucune différence n’a été constatée entre les animaux des 
deuxiéme et troisiéme lots et les témoins. Nous avons pu suivre, 
pendant dix-neuf mois, 13 sur les 15 cobayes en expérience ; 
durant ce laps de temps, les intradermo-tuberculinations prati- 
quées réguliérement chaque mois ont donné constamment des 
réactions fortement positives. Lorsque les circonstances obli- 
gérent a sacrifier les 13 cobayes survivants, V'hypersensibilite 
tuberculinique avait & peine diminué chez eux et il n’existait pas 
de différence appréciable entre les trois lots. 

Il ressort de ces expériences que la sensibilisation allergique 
dépend en majeure partie des bacilles ayant pénétré dans les voies 
lymphatiques ; ceux qui sont arrétés au point d’inoculation cutanée 
semblent par contre 4 peu prés dénués de toute activité sensibi- 
lisante. On observera, en effet, qu’au moment ow J’excision du 
foyer d’inoculation fut pratiquée chez les animaux du deuxiéme 
lot, la papule d’inoculation était encore nettement visible, ce qui 
semble indiquer que la majorité des bacilles inoculés étaient tou- 
jours présents in situ. Néanmoins, l’exclusion n’a pas modifié 
Vintensité et la durée de allergic. L’action  sensibilisante des 
bacilles ayant diffusé dans les voies lymphatiques apparait donc 
trés forte étant donnée la faible quantité de corps bacillaires mis 
en jeu. 

Des expériences de contréle effectuées dans les mémes condi- 
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tions, sauf que la destruction du foyer d’inoculation a été réa- 
lisée’ par diathermo-coagulation comme dans les recherches déja 
citées, nous ont d’ailleurs donné constamment des résultats entié- 
rement comparables. 

On pouvait penser que, si la voie lymphatique est trés favo- 
rable a l’apparition de lVallergie, l’inoculation directe des corps 
microbiens dans un ganglion lymphatique devait donner des 
résultats au moins aussi démonstratifs. Nous avons alors déter- 
miné la dose minima sensibilisante de bacilles morts appartenant 
a des souches variées et inoculés a des cobayes dans un ganglion 
cervical mis a nu [méthode de Ninni (6)]. Des témoins inoculés 
par voile sous-cutanée avec des doses variables des mémes sus- 
pensions bacillaires tuées, nous ont permis de comparer | effi- 
cacité de chacune des deux voies d’inoculation (ganglionnaire et 
sous-cutanée). Ces essais, poursuivis avec quatre souches de 
bacilles tuberculeux de virulence variée, deux humaines et deux 
bovines, nous ont permis d’établir que : 1° la dose minima 
sensibilisante est variable suivant la souche employée ; 2° cette 
dose est trés nettement plus élevée pour les souches faiblement 
virulentes que pour les souches 4 pouvoir pathogéne élevé et spé- 
cialement pour les bovines lisses; 3° la dose minima sensibilisante 
est cinquante 4 cent fois plus faible quand on s’adresse a la voie 
ganglionnaire que lorsque |’on pratique l’inoculation des hacilles 
morts dans le tissu cellulaire sous-cutané. La voie ganglionnaire 
est aussi plus sensible que la voie testiculaire considérée pourtant 
par Branch et Cuff (7) comme la plus allergisante de toutes (ces 
auteurs n’ont pas utilisé Ja voie dermique). 

Il importe d’observer que si le systéme lymphatique apparait 
bien comme particuliérement propice aux phénoménes réac- 
tionnels donnant naissance 4 l’allergie, on n’est pas néanmoins 
en droit de conclure des faits que nous venons d’exposer que 
seuls les ganglions interviennent, le réseau lymphatique ne jouant 
qu’un réle passif de drainage. En effet, Bessau (8), puis Branch 
et Cuff (7) et d’autres aprés eux, ont démontré que l’introduction 
directe de bacilles morts dans le courant sanguin ne sensibilise 
pas les cobayes a la tuberculine. Bien que n’ayant pu verifier 
entiérement ces constatations, nos propres recherches sur ce 
sujet nous ont confirmé de toute évidence que la voie veineuse 
est la moins efficace pour la sensibilisation du cobaye Aa 
la tuberculine avec des bacilles morts. Or, il est constant 
d’observer que Vinoculation d’une dose suffisamment élevée 
(en moyenne 10 mg.) de bacilles tués provenant d’une souche 
virulente entraine l|’apparition d’une hypertrophie nette des gan- 


(6) C. R. Soc. Biol., 1931, 107, 618. 
(7) J. inf. Dis., 1930, 47, 151. 
(8) Berl. Klin. Woch., 1916, 806. 


ee Ms eS ee 


aE aon he et 


PO} 


te 


ee 


ae SA eee te * bee 


94% ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


glions lymphatiques internes et périphériques, et cela deux A 
trois semaines aprés l’injection des bacilles Bien que cette 
hyperthrophie ganglionnaire témoigne de l’existence certaine 
dune réaction histologique, les animaux inoculés ne deviennent 
jamais nettement sensibles a la tuberculine. Cest donc qu’il 
n’est pas indifférent que les corps bacillaires atteignent les gan- 
glions par n’importe quelle voie pour que l’allergie se constitue. 
Il est possible que les capillaires lymphatiques et méme tous les 
vaisseaux lymphatiques en général jouent un réle dans |’appa- 
rition de l’hypersensibilité. Est-ce au niveau de leur endothélium 
dont on connait la structure particuliére ou grace aux lympho- 
cytes qu’ils contiennent que prennent naissance les anticorps 
encore problématiques conditionnant |’état allergique ? Si ce sont 
les lymphocytes qui interviennent seuls, ce serait dans les gan- 
glions que le phénoméne s’opérerait, car c’est 1a, on le sait, que 
ces cellules prennent naissance et sont particuliérement abondantes. 

On peut d’ailleurs étayer l’hypothése d’un réle actif des lym- 
phocytes dans l’allergie en observant comment ils se comportent 
dans une séreuse — péritoine par exemple — inoculée avec des 
bacilles tuberculeux vivants ou morts. Des études de Gardner (9), 
et de nos propres recherches sur ce sujet (10) il ressort que 
Vapparition de l’allergie est précédée par un renversement brusque 
de la formule cytologique de |’exsudat de la séreuse, une lympho- 
cytose massive supplantant rapidement la monocytose antérieure 
ainsi qu’on peut le constater sur le graphique ci-aprés. I] existe 
d’ailleurs un parallélisme étroit entre la durée de la période pré- 
allergique et le temps mis pour que la lymphocytose prédomi- 
nante se constitue ; en diminuant la dose de bacilles inoculés on 
allonge ces deux temps 4 la fois, ainsi qu’on le remarque dans 
le tableau suivant : 


DUREE MOYENNB TEMPS 
DOSE DE BACILLES VIVANTS pour Gr obayes separant J inoculsenn 
(Bov. G 7) inoculés dans le péritoine dota période ot Tappanition 
preallersique de la lymphocytose 
(allergie cutanée) prédominante 
‘ mg Sie aye, Veter beer eu.e RRR See 6 jours 4 jours 
ee Suet.) SN ae eC eo. 8 jours 5 jours 
aes 3 Sigivisy Riisivass Mires mans 9 jours 5 jours 
popes Site aes Sopth ge 12 jours 8 jours 
5 Bee RR eal tee toe eee 48 jours 44 jours 


On voit done que le réle joué par le systéme lymphatique, 


(9) Am. Rev. Tub., 1930, 22, 379. 
(10) C. R. Soc. Biol., 1934, 127, 963 ; 128, 1164. 
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aussi bien par ses organes — ganglions et peut-étre vaisseaux — 
que par les cellules qu’il renferme — tout spécialement les lym- 
phocytes — apparait de premier plan dans le mécanisme réac- 
tionnel encore bien obscur qui aboutit a la constitution d’un état 
WVallergie tuberculinique. L’aptitude si remarquable de la peau 
a renforcer l’effet sensibilisant des bacilles tuberculeux inoculés 
par voie dermique parait due, en grande partie, sinon en totalité, 
au développement considérable du réseau lymphatique du derme ; 
ce qui permet une diffusion trés rapide des corps microbiens et 
leur pénétration dans des organes ot s’effectuent les réactions 
accentuées de Vorganisme. [] est aussi probable que l’augmenta- 


Réaction cytologique du péritoine aprés inoculation de 0,001 mg. de bacilles 
tuberculeux virulents. L, lymphocytes; M, monocytes; P, polynucléaires 
neutrophiles; E. éosinophiles. 


tion de lallergie résultant de V’emploi d’un excipient huileux 
minéral comme vecteur d’inoculation des corps bacillaires, phé- 
noméne actuellement bien établi, peut étre lié Jui aussi a la péné- 
tration rapide et particuliérement intense-de lhuile bacillifére 
dans les ganglions lymphatiques ou elle se fixe, ainsi que N. Rist 
Va démontré par des examens histologiques (11). 

Laboratoire principal, sinon unique, ot prend naissance |’hyper- 
sensibilité allergique, le systéme lymphatique joue-t-il le méme 
rdle dans les réactions immunitaires de la tuberculose? La réponse 
a cetle question pourrait nous éclairer sur le mécanisme encore 
bien mystérieux de |’immunité antituberculeuse qui, comme c’est 
aussi le cas pour l’allergie, semble ne pas dépendre des anticorps 
circulants. 


(11) Thése, Paris, 1938, Le Francois éd. 
Annales de VInstitut Pasteur, t. 72, n° 1!-12, 1946. 64 
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LE METABOLISME RESPIRATOIRE DES LEUCOCYTES 


par Aubert DELAUNAY, Jacqueting PAGES et Micuer MAURIN (’). 


(Institut Pasteur, Garches et Centre national 
de la Recherche scientifique.) 


Le métabolisme respiratoire des leucocytes, tel qu’on peut 
observer avec l’appareil de Warburg, n’a fait l’objet jusqu’a 
présent que d’un tout petit nombre de mesures. Cetie question est 
cependant intéressante, car son examen doit permettre de mieux 
connaitre 'a physiologie de ces importantes cellules pour la défense 
de l’organisme que sont les globules blancs. Nous l’avons abordée 
au début de 1945. Aprés un an de travail, nous voudrions exposer 
briévement ici le sujet de nos expériences et leurs résultats. 


MobE D’OBTENTION DES LEUCOCYTES. 


a) Potynuctéarres. — Nous nous sommes servis de polynu- 
cléaires provenant du péritoine enflammé de cobayes normaux. I 
est trés simple de les obtenir. I] suffit d’injecter dans la cavité 
abdominale des animaux, a 9 heures, 6 c. c., a 12 heures, 4 c. c. 
de bouillon de viande des bactériologistes. A 14 heures (le méme 
jour), on peut retirer du péritoine de chaque cobaye une dizaine 
de centimétres cubes d’un liquide trouble renfermant en moyenne, 
par millimétre cube, de 8 4 10.000 globules blancs, dont 80 p. 100 
sont des polynucléaires neutrophiles (ces polynucléaires se distin- 
guent de ceux du sang par une trés forte teneur en glycogéne). 


b) Mononucréarres. — Pour s’en procurer, le plus pratique est 
de « laver » le péritoine de cobayes normaux avec du Ringer. On 
recueille ainsi une quantité variable de cellules qui, dans leur im- 
mense majorité, sont des éléments mononucléés de type divers. 
Cette méthode est simple, mais cofiteuse, car pour obtenir un 
nombre a peine suffisant de cellules, il faut sacrifier un grand 
nombre de cobayes. 

Aussi avons-nous fait presque toutes nos expériences avec des 
polynucléaires. Dans la suite de notre communication — sauf men- 
tion spéciale — il ne sera parlé que des polynucléaires. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 janvier 1946. 
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PREPARATION DES POLYNUCLEAIRES. 


Comme les cellules sont retirées du péritoine dans un mélange 
tres complexe de plasma et de bouillon, il est indispensable, avant 
toute expérience, de leur faire subir plusieurs lavages. Nous avons 
lavé nos leucocytes avec une solution physiologique simple (type 
Ringer) doat voici la formule : 


CHING Saree ey See ot He at tree CAR Saw Gr SOLE 9 grammes. 

Oe RT rd ss = ne PRG SO OS BORE SOE Moe Ba ve 0,42 

Ca ire Sen Aas te acm rag hee hs partes Tete ota eyes 0,25 

I Oe Na tore RE ng ee ee a ates oe TRL Ls OFS eped A00026snes 


En régle générale, nous faisions trois centrifugations rapides 
(deux minutes, a faible vitesse) et deux lavages. Nous ne prenions 
aucune précaution aseplique particuliére car, nos examens avec 
l'appareil de Warburg étant toujours de faible durée, l’inconvé- 
mient d’une contamination bactérienne éventuelle ne méritait pas 
d’étre prise en considération. Les centrifugations et les lavages 
répétés n’altérent pas les cellules comme on pourrait le redouter 
a priori. En effet, repris par un milieu convenable, les polynu- 
cléaires s’avérent presque tous capables de se déplacer, de phago- 
cyter, et comme nous allons le montrer, leur respiration demeure 
satisfaisante. 


EXAMEN DE LA RESPIRATION LEUCOCYTAIRE 
DANS L APPAREIL DE WARBURG. 


Le culot leucocytaire qui résulte de la derniére centrifugation 
est remis en suspension dans un liquide physiologique et cette sus- 
pension cellulaire est placée dans un des petits flacons de l'appareil 
de Warburg en atmosphére d’oxygéne et en présence d’une solu- 
tion de potasse destinée 4 absorber le CO,. On sait que, dans l’or- 
ganisme, les globules blancs sont en contact avec un milieu ren- 
fermant toujours une certaine quantité d’acide carbonique libre et 
combinée par suite de son équilibration avec lair alvéolaire a 
5 p. 100 de CO,. Nous avons cependant décidé d’opérer avec 
Vappareil de Warburg dans une atmosphére constamment privée 
de CO,. Cette méthode a en effet le gyros avantage de simplifier 
la technique des mesures ; elle se justifie par ailleurs, car Jes 
leucocytes mis dans ces conditions particuliéres, et comme nous 
avons maintes fois vérifié, demeurent parfaitement vivants en 
conservant toules leurs propriétés physiologiques habituelles. 

Les suspensions leucocytaires que nous avons employées ren- 
fermaient en moyenne, sous le volume de 2 ¢. c., 100.000 cellules 
par millimétre cube (80 p. 100 de polynucléaires ; 20 p. 100 d’élé- - 
ments mononucléés divers). En général, |’examen durait une heure 
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pendant laquelle les flacons renfermant les cellules étaient agités 
dans un bain-marie a 3795. La consommation d’oxygene était 
mesurée manométriquement. Enfin, un calcul simple nous indiquait 
la quantité d’O, (exprimée en millimétres cubes) consommeée par 
heure et par million de cellules. Cette facon de procéder, déja 
utilisée par Ponder et:Macleod (1), permet d’éviter les nombreuses 
difficultés qu’apporterait, dans le cas des globules blancs, la 
méthode pondérale. 

D’une préparation leucocytaire 4 uné autre, en opérant dans 
un méme milieu et pour une méme concentration de cellules, ul - 
n’est pas rare d’observer des consommations d’oxygéne trés iné- 
gales. Ces différences tiennent probablement a l'état des leucocytes 
(age des leucocytes (1) et peut-étre aussi 4ge du cobaye qui les a 
fournis, importance des granulations cellulaires (2), etc.). Il est 
done indispensable de ne faire des expériences comparalives que 
sur des portions identiques d’un méme lot de globules blancs. En 
opérant dans ces conditions, on a le droit d’espérer des résultats 
vraiment instructifs, comme nous allons le montrer a présent. 


EXPERIENCES PERSONNELLES ET RESULTATS. 


a) INFLUENCE DU MILIEU SUR LA RESPIRATION DES LEUCOCYTES. — 
La respiration des leucocytes varie dans d’assez larges limites 
selon le milieu dans lequel sont placées les cellules (8). 

1° En Ringer simple (voir formule ci-dessus),,non tamponné, la 
respiration est presque toujours peu marquée et elle devient de 
plus en plus faible 4 mesure que ]’expérience se prolonge ; mais 
il est facile de comprendre pourquoi. En une heure, le pH de la 
préparation tombe en moyenne de 7,5 4 5. Or, si les polynucléaires 
supportent hien des pH s’élalant entre 7 et 9, ils succombent dés 
que l’acidité s’abaisse au-dessous de 6,5. Cette acidification parait 
due a l’apparition d’acide lactique dans le milieu, acide résultant 
lui-méme de la glycolyse du glycogéne normalement présent dans 
les leucocytes d’exsudat. Nous nous proposons, d’ailleurs, de reve- 
nir, dans une prochaine communication, sur ce phénoméne. En 
Ringer tamponné (phosphate), la respiration leucocytaire est net- 
tement metileure et elle reste réguliére. 

2° Les leucocytes respirent plus intensément lorsqu’on a ajouté 
au Ringer une certaine quantité de sérum de cobaye ou lorsque 
les cellules sont placées dans du sérum non dilué. Nous avons pu 
faire cette constatation trés souvent, et on la trouve également 


(1) Am. J. Physiol., 1938, 428, 420. 
(2) Consulter 4 ce sujet C.-O. Warren : Am. J. Physiol., 1934, 440, 61. 


(3) Pour plus de détails, se reporter aux C. R. Acad i 
Ana p ad. Sci., 1945, 
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mentionnée dans un travail récent de Macleod et Rhoads (4). Cette 
augmentation du métabolisme respiratoire des globules blancs en 
présence de sérum pourrait, selon nous, recevoir deux explica- 
‘ions : a) le sérum renfermerait certaines matiéres combustibles 
(glucose, acides aminés, etc.), directement assimilables par les 
cellules (5) ; b) il contiendrait aussi certains principes « stimu- 
lants ». Ces principes sont encore mal connus. Simms (6) invoque 
un facteur A. Personnellement, nous croyons que le complément 
pourrait étre rangé au nombre de ces principes, attendu que les’ 
leucocytes, en régle trés générale, respirent mieux dans du sérum 
frais que dans du sérum décomplémenté par chauffage. Comme 
nous avons montré, par ailleurs, qu’en l’absence du complément, 
le tactisme des polynucléaires n’est plus possible, et que le complé- 
ment excite directement les cellules au cours de la phagocytose, 
tout indique que ce complexe joue un grand roéle dans la physio- 
logie du phagocyte. Nous avons pu nous assurer que les mono- 
nucléaires, tout comme les polynucléaires, respirent mieux en 
sérum frais qu’en sérum chauffé. 


b) AcTION DE CERTAINS PRODUITS CHIMIQUES EN SOLUTION SUR LA 
RESPIRATION DES LEUCOCyTEs. — I] est possible d’augmenter le 
métabolisme respiratoire des leucocytes en « excitant » ces cellules 
au moyen de divers produits chimiques en solution. Dans cette 
direction, nous nous sommes spécialement intéressés a |’action 
de certains constituants bactériens tels que nucléoprotéines ou 
complexes glucido-lipidiques. Par exemple, nous avons ajouté a 
nos suspensions leucocytaires soit un certain volume d’autolysat 
bactérien, soit une solution de nucléoprotéines extraites du staphy-. 
locoque, soit des complexes glucido-lipidiques retirés du bacille 
typhique et dissous dans du Ringer. Et nous avons remarqué 
qu’effectivement, dans un grand nombre de cas, les cellules respi- 
raient plus intensément lorsqu’elles se trouvaient en présence de 
ces différents produits. Nous ne donnerons, ici, que quelques-uns 
des chiffres que nous avons obtenus, mais, a eux seuls, ils nous 
paraissent démonstratifs. Nous rappelons que nous mesurons |’in- 
tensité de Ja respiration leucocytaire d’aprés la quantité d’O, 
(exprimée en millimétres cubes) consommée par heure et par mil- 
lion de cellules. 


(4) Proc. Soc. exp. Biol. a. Med., 1939, 44, 268. 

(5) De fait, l’addition de glucose 4 du Ringer tamponné permet en 
général d’activer la respiration des leucocytes. Cette influence cependant 
n’est jamais aussi marquée que dans le cas des microbes. Le glucose 
parait sans action sur la respiration de certains tissus comme le 
placenta (H.-W. Wane et L.-M. Heriman, Bull. Johns Hopkins Hosp., 
1943, 73, 31). 

(6) Science, 1936, 83, 418. 
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Premiere expérience. — a) Témoin (leucocytes seuls) : 0,20 ; b) mémes 
leucocytes en présence d’un liquide d’autolysat staphylococcique : 0,30. 

Deuziéme expérience. —a) Témoin (leucocytes seuls) : 0,20; b) mémes 
leucocytes en présence d’une solution de nucléoprotéines staphylo- 
cocciques (2 mg. par centimétre cube) : 0,33. 

Troisiéme expérience. — a) Témoin (leucocytes seuls) : 0,28 ; b) mémes 
leucocytes en présence d’un complexe glucido-lipidique typhique en 
solution dans du Ringer (2 mg. par centimétre cube) : 0,34. 


L’augmentation du métabolisme respiratoire ainsi constatée 
pourrait reconnaitre, cette fois encore, deux causes : 

a) Ou bien les leucocytes trouvent dans les produits en solu- 
tion portés A leur contact des matiéres combustibles (glucose, etc.). 
L’explication est valable dans les cas ou nous nous sommes servis 
d’autolysat microbien. 

b) L’augmentation du métabolisme pourrait résulter aussi d’un 
simple effet de contact entre les leucocytes et les substances chi- 
miques en cause. Nucléoprotéines, complexes glucido-lipidiques, 
sont certainement inassimilables sous cette forme par les cellules, 
mais ils auraient cependant le pouvoir d’exciter celles-ci. On com- 
prendrait, dans ces conditions, comment ils jouent le rdle d’agents 
chimiotactiques en attirant les polynucléaires dans les foyers in- 
flammatoires. 


c) EruDE DE LA RESPIRATION LEUCOCYTAIRE AU COURS DE LA PHAGO- 
cytose. — En régle trés générale, lorsqu’une cellule entre en 
hyperactivité (muscle qui se contracte, nerf qui transmet l’influx, 
cellule glandulaire qui sécréte, ovule qui, venant d’étre fécondé, 
commence 4 se diviser, etc.), son métabolisme respiratoire subit 
une augmentation souvent considérable. On pouvait done prévoir 
qu’au cours de la phagocytose, des leucocytes respireraient de 
fagon plus active qu’a ]’état quiescent. Sur ce point, cependant, 
les résultats obtenus jusqu’a présent n’avaient pas été pleinement 
démonstratifs. Ado (7), par exemple, constate, au cours de la 
phagocytose de Pamidon, de l’encre de Chine et de colibacilles 
tués, une diminution de la glycolyse anaérobie a cété d’une évolu- 
tion sensiblement normale des processus oxydatifs. Baldrige et 
Gérard, de leur cété (8), notent une augmentation de l’intensité 
respiratoire des leucocytes du sang du chien pendant la phagocy- 
tose de matériel vivant, mais non de |’encre de Chine. Nous avons 
donc jugé qu’il n’était pas sans intérét de reprendre cette question. 
A des polynucléaires traités comme nous l’avons dit plus haut, 
puis repris par du sérum frais de cobaye dilué dans du Ringer au 
1/4 ou au 1/10, nous avons ajouté un matériel rapidement pha- 
gocytable comme de petits grains d’amidon (riz) ou des staphylo- 


(7) J. exp. Med., 1988, 87, 473. 
(8) Am. J. Phys., 1933, 108, 235. 


METABOLISME RESPIRATOIRE DES LEUCOCYTES Yon 


coques tués par chauffage. Ces préparations étaient ensuite pla- 
cées dans l’appareil de Warburg en présence d’oxygéne, et on 
pratiquait l’examen dans les conditions habituelles. Ne pouvant 
reproduire dans cette communication les protocoles de toutes les 
expériences que nous avons exéculées, nous nous contenterons, 
celte fois encore, de donner seulement A titre d’exemples quelques 
résultats. 


Premiére expérience. — a) Témoin (leucocytes sans matériel phago- 
cytable) : 0,25 ; b) leucocytes + staphylocoques tués : 0,36 ; c) leuco- 
cytes + grains d’amidon : 0,34. 

Deuziéme expérience. — a) Témoin (leucocytes sans matériel phago- 
cytable) : 0,28 ; b) leucocytes + staphylocoques tués : 0,35 ; c) leuco- 
cytes + grains d’amidon : 0,31. 

Troisiéme expérience. — a) Témoin (leucocytes sans matériel phago- 
eytable) : 0,20 ; b) leucocytes + staphylocoques tués : 0,27 ; c) leuco- 
cytes + grains d’amidon : 0,26. 


Ces quelques résultats suffisent 4 montrer que, dans les condi- 
tions d’expériences réalisées par nous, les leucocytes ont respiré 
plus activement au cours de la phagocytose. 

Les faits observés cadrent parfaitement avec ceux que nous 
rappelons xu début de cette note : il parait bien démontré que 
toute cellule « en travail » posséde un métabolisme respiratoire 
accru. 

Nous espérons avoir mis en évidence, par ces quelques recher- 


- ches, tout l’intérét qu’il faut accorder a l’examen du métabolisme 


respiratoire des leucocytes. I] est manifeste qu’un tel examen per- 
met d’approfondir nos connaissances sur le comportement de ces 
cellules. Nous apporterons prochainement de nouveaux résultats. 


LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES | 
A ‘INSTITUT PASTEUR EN 1945 


par R. BEQUIGNON et Cu. VIALAT. 


Ce rapport, établi suivant le plan fixé par la Conférence inter- : 
nationale de la Rage, concerne |’année 1945. og oes 

1° Personnes trailées. 410 personnes se sont présentées a la ¥ 
consultation du Service des Vaccinations antirabiques. Chez 179 EY 
le traitement a été jugé nécessaire. oa << 

2° Méthode de traitement. La méthode employée est la méthode — 
pastorienne déja décrite dans le rapport de 1941 (1). 
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Le virus fixe actuellement utilisé représentait, le 31 décembre _ 
1945, le 1.762° passage de la souche employée lors de la création 
du Service des Vaccinations antirabiques, rue d’Ulm. ay 
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3° Répartition des personnes traitées d’aprés le territoire sur 
lequel elles ont été mordues : 


Rrance sored .(c 1s ie seh aeaoes 3 astays Oreste spe iceun ne Oe areal 158 
Afriqne* dix Nordy. oes 9. oo hoe eociteart 0 teal bere Vixcogs? 
Avlemagns-octuptes4..: <5°3 We LS a ao eee eee 19 


4° Répartition des personnes traitées suivant l’animal mordeur : 


Chiens de propriétaires eonnus nye Deg Soh pkey tod eat ce ae RD, re) 

7 Chiens errant 2. ot < ok bs, oeelee sae ee ne 80 > eal 
Chatsde propriétaines:ennniis sae me oe ene etn eee, 19 - ad 
Chats: efrants )\ijoder op et aly ceet Se ne nee en 9 a 
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ye Répartition des personnes traitées d’aprés les preuves de rage a: 
chez l’'animal mordeur : . 
Catégorie A. — La rage de l’animal mordeur a été constatée par 
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examen histologique ou par le développement de la maladie chez 
les animaux inoculés avec le bulbe. 


Catégorie B. — La rage de l’animal mordeur a été constatée 

par un examen vétérinaire. 

Catégorie C. — L’animal mordeur est suspect de rage. 
Catégorie A. . 5 Te CA apeeatie FS Bs ra eo A ipsa eat are 0) 
Catégorie B. . . .~. ree Te hac ye eka Neeser sous ot eee : 2 
Catse orig. CMs ae ceages Rete h oe Par mat ene obras Ready Aol 


Les névraxes de 94 animaux mordeurs ont été examinés par le 
Service des Vaccinations antirabiques. Vingt et une fois les com- 
mémoratifs de la morsure de l’animal et le résultat de l’examen 
histologique du systéme nerveux nous ont aulorisés A suspendre 
ou a interrompre le traitement chez les personnes mordues. Les 
principes généraux qui ont dicté cette décision ont été rappelés 
dans un rapport antérieur (2). 

6° Répartition des personnes traitées d’aprés les caractéres de 
la morsure : 
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7° Répartition des personnes traitées suivant que les vétements 
ont été interposés ou non : 
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8° Répartition des personnes traitées daprés le siége de la 
morsure : 
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9° Répartition des personnes traitées d’aprés le nombre de jours 
écoulés entre la morsure et le traitement : 
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10° Autres renseignements : 

Le tableau récapitulatif des resultats généraux des vaccinations _ 
depuis lVorigine, jusqu’en 1940, a été publié dans le rapport 
de 1941. 


(2) R. B&quicnon et Ch. Viatat, ces Annales, novembre-décembre 1943, 
69, 372. 


Renan par aépartantonths Gee personne: ‘ 
a l'Institut Pasteur. 
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11° Mesures prises en vue de poursuivre l’évolution 
trailés pendant six mois au maximum : ‘ 
_ Les médecins et les vétérinaires sont priés de nous tenir au — 
courant des accidents qui pourraient se produire pendant les © 
six mois qui suivent le traitement. 

12° Accidents paralytiques : Néant. 

18° Décés : Néant. 

La statistique pour 1945 est donc ainsi établie 
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SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 4 avril 1946. 


COMMUNICATIONS (SUITE ET FIN) 


ACTION DISCONTINUE 
DES DIASTASES PROTEOLYTIQUES 
APPLICATION A LEUR TITRAGE 


par R. WAHL. 


Si on étale 4 la surface d’un substrat solide tel qu’une plaque de 
gélatine quelques gouttes d’une solution concentrée de trypsine ou de 
pepsine trés active, la gélatine est liquéfiée en quelques minutes. 

Nous nous sommes proposé d’observer comment se comportent des 
solutions de plus en plus diluées de ces enzymes vis-’-vis de ce 
substrat. Notre but était de chercher des points de comparaison avec 
Vaction du bactériophage sur son substrat microbien (couche continue 
du germe sensible). On sait qu’aux dilutions élevées cette action est 
discontinue, se manifestant sous forme de « plages » dont chacune est 
considérée comme due 4 l’action d’une « colonie » de bactériophages 
provenant de la multiplication d’un-.seul corpuscule. 

Nous avons eu la surprise de constater que ces enzymes, dilués de 
fagon convenable agissent aussi sur leur substrat de facon discontinue. 
Tl est évident que l’interprétation ne peut étre la méme que dans le 
cas du bactériophage, mais ce fait nous a paru devoir retenir 1’atten- 
tion. 

Technique utilisée. — Les solutions d’enzyme sont étalées sur des 
plaques de gélatine, dont le pH est fixé a la valeur désirée, et qui sont 
maintenues 4a température constante (20°). 

Plaques de gélatine. — Pour chaque série d’expériences, on prépare 
une solution de gélatine 4 15 p. 100 dans une solution tampon préparée 
dans de l’eau distillée. 

Les solutions suivantes ont été utilisées : tampon de phosphates pour 
la trypsine (pH entre 7,4 et 8,3). Tampon acétate de soude-acide acé- 
tique (pH entre 4 et 5) et citrate de soude — HCl (pH aux environs de 
2), pour la pepsine. 

La solution de gélatine est amenée 4 un pH supérieur de deux déci- 
males environ au pH désiré, filtrée 4 chaud et stérilisée 4 1’autoclave 
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a 105°. Aprés Ja stérilisation, la solution se trouve ajustée sensible- 
ment au pH désiré. 

On détermine alors ce pH et on verse la solution dans des boites de 
Pétri de 8 cm. de diamétre posées sur une plaque de verre, reposant 
sur 3 vis calantes et dont l’horizontalité est réglée avec le contréle d’un 
niveau d’eau, de facon 4 obtenir une plaque de gélatine parfaitement 
horizontale d’une hauteur de 1 cm. Il ne faut pas laisser la gélatine se 
solidifier, avant de la verser dans les boites, car aprés un second chauf- 
fage (surtout aux pH bas), elle ne se solidifie plus. 

Les boites contenant le gel sont laissées en place pendant vingt- 
quatre heures, puis retournées et laissées encore quatre jours au labo- 
ratoire. 


Elles sont ensuite retournées 4 nouveau (couvercle en haut) pour 


-étre utilisées. 


Solutions d’enzyme. — On fait une solution de l’enzyme 4a étudier 
dans une solution tampon identique 4 celle qui a servi & préparer la 
gélatine. Cette solution peut étre conservée deux ou trois jours a la 
glaciére et sert de point de départ aux dilutions. Sa concentration est 
choisie de facon 4 ce que 0,1 cm® de la solution liquéfie une plaque de 
gélatine en quelques heures. L’expérience montre que son activité se 
manifeste encore 4 une dilution 100 ou 150 fois plus forte que la 
premiére mais trés lentement, au bout de plusieurs jours. En fait, la 
solution qui sert de point de départ sera en général 4 0,5 p. 100 pour 
une pepsine ou une trypsine commerciale bien active et de 0,001 p. 100 
pour la trypsine cristallisée. 


RESULTATS DES EXPEF~aNcEs. — 1° Pour les concentrations élevées la 
liquéfaction de la plaque de gélatine est totale en quelques minutes. 

2° En faisant des dilutions successives d’une solution trés concentrée 
on constate, qu’au-dessous d’une certaine concentration, va-iable avec 
la préparation d’enzyme utilisée, au lieu d’une digestion massive, des 
zones de liquéfaction localisée apparaissent entamant la gélose sous 
forme de petites cupules peu profondes qui plus ou moins rapidement 
se creusent et s’élargissent, formant des cratéres remplis d’un liquide 
visqueux. 

La premiére cupule apparait toujours sur la boite ot la solution la 
plus concentrée a été étalée. 

Puis sur cette méme boite d’autres se forment, en des points diffé- 
rents, séparées les unes des autres par des zones non attaquées. Fina- 
lement, si la dilution de l’enzyme n’est pas trop grande les dépressions 
se multipliant, confluent, et la liquéfaction est diffuse. 

Pendant ce temps, sur les autres boites des dépressions semblables 
apparaissent aussi, et toujours dans l’ordre des dilutions décroissantes. 
Tl ne s’en forme pas sur une boite sans qu’il en ait apparu auparavant 
sur celle qui a recu la dilution immédiatement précédente. 

L’action de ces enzymes sur le gel de gélatine est donc discontinue 
a& la fos dans l’espace et dans le temps. 

Fait remarquable, cette action discontinue s’observe aussi bien avec 
la trypsine cristallisée, qu’avec des enzymes commerciaux. 

8° Le nombre de cratéres 4 un instant donné est une fonction de la 
quantité d’enzyme répartie uniformément a la surface. 

Il semble bien que ce nombre, & un instant donné et pour une pré- 
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paration donnée d’enzyme, soit inversement proportionnel a la dilu- 
tion de la solution de celle-ci, & condition que le pH et la tempé- 
rature soient les mémes, et si un méme volume de chaque dilution est 
réparti sur chaque plaque de gélatine. 

Les écarts observés sont bien dans l’ordre des erreurs d’expérience 
dues aux dilutions, 4 la mesure des volumes de liquides déposés, etc. 

Autrement dit toutes les conditions eapérimentales étant idcnliques, 
on constate qu’& un instant donné le nombre de zones de digestion est 
proportionnel 4 la quantité d’enzyme répartie sur la gélatine. En rap- 
portant ce nombre de zones a 1 cm® d’une solution contenant 1 g. par 
litre d’enzyme, en appelant N le nombre de zones donné par 0,1 cm? 
d’une certaine dilution, et C sa concentration en grammes par litres, 


le nombre de zones données par 1 g. d’enzyme dans les conditions de 
Vexpérience serai< : 


Il suffit de standardiser ces conditions d’expérience pour définir un 
titre T caractéristique de la préparation d’enzyme. Ce titre n’a qu’une 
signification relative, mais il permet de mesurer l’activité de la prépa- 
ration considérée si on choisit une unité d’activité. 

4° La vitesse d’apparition des zones d’activité est bien fonction de la 
concentration. 

En effet, si on dépose sans l’élaler I goutte de chaque dilution d’une 
série sur une boite différente on voit apparaitre d’abord un cratére au 
point ot la goutte de la premiére dilution a été déposée, puis dans les 
heures et les jours qui suivent un cratére apparait successivement dans 
les boites suivantes. 

5° Les zones d’activité apparaissent d’abord, nous l’avons dit, comme 
de petites dépressions. Leur diamétre augmente progressivement en 
méme temps gu’elles se creusent davantage. Elles ne dépassent pas le 
diamétre d’environ 5 mm. En déposant, sans l’étaler, I goutte de chaque 
dilution successive sur une boite différente, on constate qu’au-dessous 
d’une certaine dilution, le diamétre définitif du cratére diminue en 
méme temps que sa profondeur. L’étendue de la zone de liquéfaction 
dépend donc de la concentration de l’enzyme au point correspondant. 

6° Quand la dilution dépasse une certaine limite, aucune modifi- 
cation de la gélatine n’apparait plus. 

Dans 1’expérience précédente, ot on dépose I goutte de chaque dilu- 
tion sur une boite différente, il est facile en utilisant la trypsine cris- 
tallisée (dont le poids moléculaire est d’aprés Northrop de 52.000, de 
calculer le nombre minimum de molécules nécessaire pour obtenir un 

_cratére de liquéfaction. I] est de l’ordre de 2x 10*® molécules. 

On est donc loin de 1’action du bactériophage qui se manifesterait 
« & Vunité ». 

7° Le nombre des cratéres pour une dilution donnée varie avec le 
pH. Pour la trypsine il est maximum 4 pH 8, plus petit avec pH 8,4 et 
7,8 moindre encore 4 pH 7,3. 


MérHopE pE TITRAGE, — On peut utiliser les faits constatés pour le 
titrage de la trypsine et de la pepsine. Il suffit de préparer une série de 
plaques de gélose 4 pH 8 pour la trypsine et 4 pH 4,7 pour la pepsine 
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et d’étaler 4 leur surface une série de dilutions, croissant en progres- 
sion géométrique de raison 1/2, de l’enzyme considéré. I] est bon de 
faire pour chaque dilution deux ou trois étalements et de prendre la 
moyenne du nombre des entonnoirs pour chacune. On placera les 
boites dans une étuve 4 20° pendant six heures et on comptera le nombre 
des entonnoirs pour les 3 ou 4 dilutions ou la recherche est positive. 
On en déduira le nombre des entonnoirs par gramme d’enzyme, 
comme il a été indiqué plus haut. 

En ce qui concerne la trypsine on pourra définir le titre par rapport 
a celui de la trypsine cristallisée de Northrop. 

En effet, un calcul simple permet, en partant des résultats expéri- 
mentaux de déterminer que 1 g. de cette préparation donne au bout de 
six heures &4 pH 8 10° entonnoirs. 

Nous n’avons pas pu nous procurer la pepsine cristallisée qui pour- 
rait probablement servir également d’étalon pour le dosage de cet 
enzyme. 

La méthode que nous proposons a l’avantage d’étre simple et rapide. 
Nous pensons que son exactitude est suffisante pour une utilisation 
pratique. 


DiIscUSSION DES RESULTATS ET CONCLUSIONS. — Les solutions diluées de 
trypsine et de pepsine, étalées sur une plaque de gélatine, ont une 
action discontinue. Comme le bactériophage donne des plages dans des 
conditions analogues, elles produisent des cratéres en des points 
distincts. 

En ce qui concerne le bactériophage, on considére généralement que 
chaque plage correspond 4 la multiplication d’un seul corpuscule, bien 
que certains travaux, cependant, permettent de penser qu’il se forme 
dans certains cas des agrégats de phages, pouvant expliquer certaines 
irrégularités dans les titrages. 

Au contraire, les zones d’action de l’enzyme correspondent 4 une 
concentration de molécules en des points particuliers. Au-dessous d’une 
certaine concentration limite, aucune action ne se manifeste : l’enzyme 
ne parait pas comme le phage agir « 4 l’unité ». Il faut cependant faire 
des réserves en ce qui concerne une action a l’échelle moléculaire, 
impossible 4 constater dans nos expériences. 

Une autre différence entre l’action du phage et celle de l’enzyme est 
que les plages du premier se forment toutes en méme temps, alors 
que les cratéres de l’enzyme apparaissent successivement. Son action 
est discontinue, dans |’espace et dans le temps. L’ordre d’apparition 
des cratéres est réglé par la concentration de l’enzyme aux points 
correspondants. 

Tout ceci oblige donc & admettre que, bien que la solution d’enzyme 
ait été étalée de facon uniforme, sa répartition n’est pas homogéne. On 
pourrait l’expliquer soit par l’existence préalable d’agrégats de molé- 
cules dans la solution (et il faudrait admettre que ces agrégats existent 
méme pour l’enzyme cristallisé), soit par la concentration des. molé- 
cules en certains points du gel de la gélatine, qui présenterait des par- 
ticularités de structure encore inconnues, favorisant cette répartition 
inégale. 

Rien ne permet actuellement de choisir entre ces deux hypothéses. 


(Institut Pasteur, Service du Bactériophage.) 
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CONSERVATION DU BACTERIOPHAGE ET POTENTIEL 
D’OXYDO-REDUCTION 


par R. WAHL et L. BLUM-EMERIQUE. 


Un lysat bactériophagique, qu’il soit pur ou dilué, perd plus ou moins 
vite son activité. 

Cette inactivation a paru jusqu’ici évoluer de facon tout A fait irré- 
guliére. Elle peut étre due A plusieurs causes : 

La composition du milieu (en particulier la nature et la concentra- 
tion des ions présents), son pH, 1’élévation de température, l’exposition 
a certaines radiations lumineuses. 

Enfin, il existe encore un facteur dont l’importance nous a paru trés 
grande : |’oxydation. 

En effet, on peut facilement constater qu’une suspension de bacté- 
riophages est inactivée presque instantanément quand elle est soumise 
a la dessiccation a4 lair ; qu’elle l’est trés rapidement dans un large 
récipient sous une faible épaisseur. Au contraire la conservation est 
bien meilleure quand'‘la suspension remplit un tube étroit et long, se 
trouve dans une ampoule scellée, avec le minimum d’air. Enfin le bacté- 
riophage se conserve mieux en bouillon, milieu généralement légére- 
ment réducteur que dans une solution saline quelconque. 

Il nous a done paru inléressant, aussi bien au point de vue pratique 
que théorique, d’étudier systématiquement l’influence du_ potentiel 
d’oxydo-réduction du milieu sur le bactériophage. 

En maintenant constants tous les autres facteurs connus d’inacti- 
vation du phage, nous avons obtenu des résultats suffisamment cohé- 
rents pour nous convaincre que c’est bien cette seule cause d’inacti- 
vation qui se trouvait en jeu. 

Technique. — Deux bactériophages ont été utilisés dans ces recher- 
ches : le S 13 et le C 16 de F. M. Burnet. 

Ils ont été choisis parce qu’ils sont aussi différents que possible par 
tous leurs caractéres : taille, sensibilité & la chaleur, a la lumiére, au 
frottement, au pH, etc. 

Des lysats de Shigella paradysenterie souche Y 6 R sont préparés avec 
chacun des deux phages, pour le C16 en milieu synthétique, pour le 
S13 en bouillon (ce phage ne se multiplie pas dans notre milieu syn- 
thétique) et filtrés sur filtre bactériologique de verre (filtre Schott). 

Ces lysats titrent 10° 4 10° phages par centimétre cube. 

Pour les expériences, on fait une dilution de chaque phage dans le 
milieu synthétique qui a servi a la préparation de C 16, de facon a ce 
qu’une goutte d’une pipette calibrée (donnant 1/30 de centimétre 
cube par goutte du milieu) étalée sur une boite de gélose de 10 cm. de 
diamétre avec le germe sensible donne environ 800 plages pour C 16 et 
200 a 400 plages pour S 13. C’est le maximum qu’on puisse compter 
pour le S 13 dont les plages sont de grandes dimensions. 

Dans chaque expérience la méme pipette est utilisée pour toute la 


série des titrages. 
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Le milieu synthétique a la composition suivante : 


Sulfate: d’'ammioniume”s, +5 sho) oe ee ee ee een 0,72 g. 
Chlorure(de potassium (06 = 2 ia oyeet ue © ee ee ee 0,50 
Sulfate. de*magnésinwit™. \ya7 aw semen arte n oe ae 0,05 
Acide micotiniques. 7) 24577, ae ene ee een eee ee 0,04 
Phosphate. monopotassiqie.:) 2 ysilee ae ella) ip een 45 

Bau distillée; = V3 iis. cake cea ee eee eee Sen 4 litre. 


Ajuster 4 pH 8 avec de la lessive de soude (10 cm® environ). Stériliser 
a l’autoclave. Le pH, aprés stérilisation est 7,8. On ajoute 20 g. de glu- 
cose par litre (en solution stérile & 30 p. 100). Nous avons vérifié que 
ce pH reste stable aprés plusieurs mois, en présence du bactériophage. 

Pour chaque expérience, on prépare en une fois la quantité nécessaire 
de la dilution de phage 4 laquelle on ajoute un indicateur coloré de 
potentiel d’oxydo-réduction. 

Dans une moitié de cette dilution on introduit la quantité de sub- 
stance réductrice nécessaire pour obtenir le demi-virage de 1’indicateur. 
Aprés plusieurs essais nous avons choisi, comme substance réductrice 
pour les raisons que nous exposerons plus loin, l’hydrosulfite de soude. 
L’autre moitié sert de témoin. 

Chacune des deux moitiés est répartie en quantités égales dans une 
série de tubes identiques. Tous sont maintenus 4 la méme température 
pendant la durée de |’expérience. L’indicateur permet de s’assurer, dans 
les tubes réducteurs, que le potentiel d’oxydo-réduction se maintient 
constant. Il arrive que dans certains tubes |’indicateur se recolore, et 
toujours dans ces cas, le bactériophage s’inactive plus vite que dans les 
autres. 

Dans la plupart des expériences nous avons utilisé les tubes d’Ivan 
Hall avec étranglement et surmontés d’une bille de verre, le liquide 
remontant 4 2 cm. environ au-dessus de 1’étranglement. 

Chacun de ces tubes n’est utilisé que pour déterminer un seul point 
de la courbe. On y fait pour cela 4 prélévements. Entre chaque prélé- 
vement, on mélange les diverses parties du liquide sans y introduire 
d’air. On étale I goutte provenant de chaque prélévement sur une boite 
de gélose de 10 cm. de diamétre avec IV gouttes d’une suspension du 
germe sensible et on prend la moyenne des 4 titrages. 

Quelques expériences ont été faites uniquement pour ‘préciser cer- 
tains points de la courbe d’inactivation spontanée (sans étude paral- 
léle de l’action de l’hydrosulfite). On a utilisé alors 4 tubes différents 
de 1 cm. de large et de 11 cm. de long, remplis aux trois quarts par la 
suspension de phage. Dans ces expériences, pour déterminer chaque 
point de la courbe, on prélevait au fond de chacun des 4 tubes I goutte 
qu’on étalait sur une boite de gélose différente et on prenait la moyenne 
des 4 titrages (ce qui équivalait & 4 expériences paralléles). 

Pour tous les titrages, l’étalement était fait exactement pendant le 
méme temps (une minute). 

Toutes les manipulations sur le phage $13 étaient faites dans une 
chambre noire éclairée & la lumiére rouge peu intense. 

Choiz du réducteur. — Nous avons essayé d’abord des réducteurs 
faibles ou moyens. 

La cystéine, le glutathion, le sulfite de soude n’ont montré qu’une 
action faible ou douteuse sur la conservation du bactériophage. C’est 
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Vhydrosulfite de soude qui nous a donné de beaucoup les meilleurs 
résultats. 

Toutes nos expériences démontrent nettement. qu'il n’a aucune 
action nocive sur le phage, méme aprés plusieurs mois, bien qu’il soit 
fortement bactéricide. 

Il est impossible de le manipuler sous forme de solutions, qui se 
décomposent trop facilement a lair. 

On l’introduit donc & l'état solide dans le milieu, jusqu’au demi- 
oan de l’indicateur, et on répartit trés rapidement dans les tubes de 

all. 

Vitesse d’inactivation a4 différents potentiels d’oxydo-réduction. — 
Des expériences préliminaires nous ont montré que l’inactivation est 
d’autant plus lente que le milieu est plus réducteur. 

Voici par exemple des résultats obtenus avec le C16 4 37°. On utilise 
le demi-virage de 4 indicateurs (correspondant & pH 7,8 aux poten- 
tiels d’oxydo-réduction indiqués entre parenthése) : 


POURCENTAGE 
restant du titre initial 


Bleu de méthyléne (—20 mV). ...... 4 aprés 2 jours. 
Violet de crésyl (—190.mV) ... . ... 2 5 40 aprés. & jours. 
Samasiney(——3l eM cess seh, cleaves 30 aprés 8 jours. 
Rouge-neutre (— 392 mV)-. . 2. 2 be 37 aprés 8 jours’ 
PEM OU et BLO) NAV) 408s cana sw ata 0 aprés 24 heures. 


Les expériences n’ont pas été faites avec toutes les précautions prises 
dans la suite pour éviter toute oxydation au cours des manipulations. 
On peut obtenir une meilleure conservation, méme & 37° Mais elles 
montrent clairement l’intérét d’un milieu trés réducteur. Cela est 
d’autant plus important que dans les manipulations au contact de 
lair on ne peut pas toujours éviter une décomposition partielle de 
l’hydrosulfite. 

Evolution du titre du phage dans un milieu oxydant. — Avant d’étu- 
dier de plus prés ce qui se passe quand on abaisse le potentiel d’oxydo- 
réduction, nous avons voulu préciser l’évolution spontanée du titre 
d’une suspension de bactériophage conservée dans le milieu synthé- 
tique qui est nettement oxydant (Cu = + 349 m V). 

La suspension de phages, placée dans un tube de Hall ou dans un 
tube étroit et long, est pratiquement soustraite 4 l’action de l’oxygéne 
de l’air. A température constante, cette évolution se fait habituellement 
en trois phases, mais les deux premiéres sont parfois confondues. La 
premiére phase n’apparait donc pas, sur certaines courbes, mais on 
peut la mettre toujours en évidence, en choisissant convenablement les 
conditions expérimentales. Pendant cette phase, le titre augmente pro- 
gressivement, puis décroit jusqu’é revenir au taux initial. La courbe 
convexe vers le haut décrit un déme, dans l’ensemble régulier. La tan- 
gente du sommet de la courbe est horizontale. Pendant la deuxitme 
phase, le titre diminue régulitrement et rapidement, suivant une 
courbe qu’on peut considérer en premiére approximation comme une 
portion d’exponentielle. 

Pendant la troisitme phase le titre descend trés lentement et dans 
certains cas met longtemps 4 s’annuler. La courbe se rapproche plus 
ou moins de l’horizontale (fig. 1). 
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Action de la température. — Nous avons étudié, pour les deux phages, 
cette évolution A 3 températures différentes : 4°, 20° et 37°. La forme 
générale des courbes est la méme, mais la vitesse du phénoméne croit 


avec la température (fig. 2). 
Plus précisément, la premiére phase est d’autant plus courte que la 


Yo DU TITRE INITIAL 
a e 
o o 
———— 
oJ 
x 
x 


80-3 3S 8 1012-18 ~*716 1B 20-22 28 36 se 
Fic. 4. — Evaluation du titre d'un phage en milieu oxydant a 37° (Cj). 


Drea [a ss St) ess 
JOURS 


Fic. 2. — Action de la température (S,3). 


température est plus élevée (l’ascension et la descente sont p'us rapides, 
mais la courbe s’éléve 4 peu prés au méme niveau). La deuxiéme phase 
commence d’autant plus tét et la pente de la courbe est d’autant plus 
forte que la température est plus élevée. La troisitme phase est égale- 
ment avancée dans son apparition par 1’élévation de la température. 
Son début correspond 4 un titre d’autant plus bas que la température 
est plus élevée. Cette phase est également raccourcie quand on éléve la 
température. 

Interprétation des courbes. — Il est évident que la premiére phase 
correspond 4 la superposition de deux phénoménes agissant en sens 
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inverse : l’un est une inactivation par oxydation, |’autre, une augmen- 
tation apparente du nombre des corpuscules sur laquelle nous nous 
réservons de revenir dans un prochain travail. 

Suivant la vitesse respective de chacun d’eux, la premiére partie de 
la courbe est plus ou moins développée tant en hauteur qu’en largeur. 
Elle cesse d’étre apparente quand la vitesse d’oxydation est trés grande 
par exemple, quand on ne prend pas de précautions minutieuses contre 
Vaction de l’oxygéne de I’air. Dans ce cas, on peut la retrouver en 
refaisant l’expérience, & la méme température, dans des conditions plus 
rigoureuses. 

La troisiéme partie de la courbe doit retenir également l’attention. On 
peut l’expliquer de deux facons différentes : Une premitre hypothése 
est qu’elle correspond & l’inactivation plus lente d’un certain nombre 
de phages moins sensibles 4 l’oxydation. On pourrait en effet, la com- 
parer a celle qu’on observe A la fin de l’inactivation par le sublimé ou 
par le sérum antiphage spécifique, ou les courbes tendent a devenir 


200 


x o 
° ° 


%o OV TITRE INITIAL 


oe 
o 


Fic. 3. — Conservation du phage (S,3) : O, en milieu réducteur; X, témoin. 
(Le temps est compté en jours.) 


horizontales. Une deuxiéme interprétation est qu’Aa l’abri de l’air, 
Voxydation d’une partie des phages abaisse le potentiel d’oxydo-réduc- 
tion du milieu, et que l’inactivation des phages restant s’en trouve 
ralentie. Cette explication nous parait devoir étre adoptée, car nous 
avons constaté, 4 ce moment, une baisse du potentiel d’oxydo-réduc- 
tion du milieu. 

Conservation du _ bactériophage &@ Cy— 390 mV. — En _ présence 
d’hydrosulfite de soude & C,— 390 mV et a l’abri de l’air le bactério- 
phage se conserve d’une facon remarquable. En voici quelques 
exemples : 

1° Bactériophage C 16 @ + 4°. — En milieu réducteur il reste au bout 
de trois mois 100 p. 100 de la quantité initiale. Du témoin, il reste, 
apres quarante-cing jours, 8 p. 100, 

2° Bactériophage C 16 a4 20°. — En milieu réducteur, aprés deux mois 
et demi, il reste 100 p. 100 de la quantité initiale. Du témoin, aprés 
quarante-cing jours, il reste 34 p. 100 (le témoin n’a pas été suivi plus 
loin). 

3° Bactériophage S13 & +4°. — En milieu réducteur, apres trois 
mois et demi, il reste 100 p. 100 du phage. Du témoin, il reste 70 p. 100 
(fig. 3). 


964 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


4° Bactériophage S13 & 20°, — En milieu réducteur, aprés trois 
semaines, il reste 100 p. 100 du phage. Le témoin était complétement 
inactivé au bout de dix jours. 

Le titre d’une suspension de bactériophage parait donc se conserver 
intégralement pendant un temps trés long, dans un milieu trés réduc- 
teur. Cependant il ne faut pas oublier que, dans |’intervalle, une 
augmentation apparente du nombre de phages s’est produite. Elle 
évolue de la méme fagon, quel que soit le polentiel d’oxydo-réduction 
du milieu. Elle est seulement parfois plus nette quand le milieu est 
réducteur, car elle n’est pas masquée en partie par ]’inactivation des 
phages. Il s’agit donc d’un phénoméne indépendant de celui que nous 
étudions. Dans tous les cas cette augmentation apparente n’est que 
momentanée et progressivement, méme quand il n’y a pas d’inacti- 
vation, le nombre apparent des phages redevient ce qu’il était au début. 
Il semble donc qu’il s’agisse d’un phénoméne réversible, qu’on pour- 
rait interpréter comme une dissociation momentanée d’agrégats de 
phages. 


Conciusions. — L’oxydation des phages est un des facteurs les plus 
importants de leur inactivation spontanée. Sa vitesse croit avec la tem- 
pérature. 

Il se produit spontanément, dans une suspension diluée de phages, 
une augmentation passagére, apparente du nombre de corpuscules 
actifs due probablement 4 une dissociation réversible d’agrégats. Ce 
phénoméne est souvent masqué par l’inactivation due a l’oxydation, 
qui agit en sens inverse. 

L’introduction d’hydrosulfite de soude dans le milieu de facon &4 
abaisser le potentiel d’oxydo-réduction au-dessous de — 300 mV permet 
une excellente conservation des suspensions des bactériophages. 


(Institut Pasteur. Service du Bactériophage.) 


TECHNIQUE RAPIDE ET ECONOMIQUE 
DE DIAGNOSTIC SEROLOGIQUE ~ 
DE LA MONONUCLEOSE INFECTIEUSE 


par R. SOHIER et S. PIERRE. 


L’intérét de la réaction d’agglutination (1) dite de Paui-Bunnell- 
Davidsohn pour l’identification de la mononucléose infectieuse, la néces- 
sité d’en obtenir rapidement le résultat (ne serait-ce que dans les cas 
s’accompagnant d’une angine diphtéroide), l’intérét qu’il peut y avoir 
a réduire, surtout pendant la période actuelle, le matériel mis en ceuvre 
et aussi la quantité de sérum & expertiser, nous ont conduits A modi- 
fier la technique habituellement utilisé&e en France et dans divers 


(1) Lire désormais R. A. pour réaction d’agglutination. 
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pays (2), sams se contenter d’une simplification qui, en supprimant les 
épreuves d’absorption, risque d’entrainer de reegrettables erreurs. 

Les bases de la méthode que nous avons adoptée sont les suivantes : 
Ce qui compte pour apprécier la positivité d’une réaction d’agglutina- 
tion c’est pratiquement un taux d’agglutination pour les hématies de 
mouton supérieur ou égal 4 1/80; 100 p. 100 ou au minimum 
98 p. 100 (8) des agglutinines étant absorbées par les hématies de 
boeuf bouillies alors que le rein de cobaye bouilli en absorbe 0 p. 100 
ou au maximum 75 p. 100. En outre, il est possible, ainsi que nous 
l’avons constaté aprés étude des sérums de réduire le temps d’absorp- 
tion a un quart d’heure (au lieu d’une heure). Enfin l’agglutination 
peut étre décelée aprés quinze minutes (au lieu de deux heures), si 
Von a soin de centrifuger le mélange sérum-hématies. 

En fonction de ces données, nous avons opéré comme suit : 


Réaction 4 10 tubes (4) [au lieu des 30 ou 36 utilisés dans la réaction 
classique], dont 4 (série A) pour Vétude du taux des agglutinines anti- 
mouton, 2 (série B) pour l’épreuve d’absorption par le beeuf et 4 (série C), 
pour celle d’absorption par le cobaye. 

Les dilutions de la. série 4 sont au 1/40, 1/80, 1/160, 1/320; celles de la 
série B 1/10 et 1/20 ; celles de la série C 1/40, 1/80, 1/160 et 1/320 ; labsorp- 
tion se fait respectivement aprés contact pendant quinze minutes de 0,1 de 
sérum a4 expertiser et 0,9 dhématies de bceuf diluées A 20 p. 100 et cuites 
a 100° une heure et de 0,1 du méme sérum en présence de 0,9 de broyat de 
rein de cobaye dilué 4 20 p. 100 et bouilli une heure. On agite trés souvent 
pendant le quart dheure de contact. On centrifuge pendant cing a dix 
minutes et on répartit le sérum dilué aux taux indiqués ci-dessus, 4 raison 
de 0,25 par tube. On ajoute 0,1 d@hématies de mouton A 2 p. 100. On laisse 
dix minutes en contact et on centrifuge cing minutes. La lecture se fait en 
secouant les tubes, placés au-dessus d’un miroir concave, par de petites 
chiquenaudes. Les agglutinations fortes se traduisent par un détachement 
en « bloc » du culot dhématies, celles plus faibles par une dispersion en 
quelques fragments volumineux ou en grains plus ou moins gros. Une 
agglutination nulle fournit un culot qui, méme secoué fortement, ne se 
résout qu’en réalisant un aspect comparable 4 des volutes de fumée et 
donne finalement un trouble homogéne. 

Deux éventualités peuvent se produire : ou bien le taux est égal ou infé- 
rieur 4 1/320 et le résultat est obtenu directement, ou bien il est supérieur 
& 1/320. Dans ce cas, on peut en trente minutes connaitre le taux limite 
en disposant une nouvelle série de 4 tubes, seulement pour le sérum non 
absorbé (galerie A) si le taux d’agglutination aprés absorption par le cobaye 
est inférieur a 1/320; s'il est supérieur la galerie C sera complétée par 
4 autres tubes. 

On a eu soin, en effet de garder 0,25 cm*® de chacune des dilutions au 
1/320 qui sont placées dans des tubes contenant 0,25 cm d’eau physiolo- 
gique, ce qui donne 1/640 et par passage de tube en tube on obtrent 1/1.280, 
1/2.560, 1/5.120. Cette répartition demande quinze minutes, le contact et la 
centrifugation un autre quart d’heure. 


Nous avons comparé les résultats obtenus par cette méthode avec 


(2) Voir R. Sontmr, La Mononucléose infectieuse, Masson, éditeur, 
Paris, 1943. 

(3) Acceptable seulement si le taux d’agglutinines est trés fort. 

(4) Peut méme étre réduite 4 9 tubes ne contrdlant l’absorption par les 
hématies de boeuf bouillies qve dans un tube ow le sérum est dilué au 1/10. 


Re ok 


ee as tee 
ee ere 
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ceux donnés par la technique classique, type Demanche inspirée de 
Davidsohn, pour 32 sérums de mononucléose infectieuse, 40 sérums de 
sujets atteints de maladie sérique ou ayant subi une sérothérapie, enfin 
de 14 sérums de sujets sains, ou atteints d’affections diverses. Dans tous 
les cas, sauf un concernant un sujet atteint de mononucléose infec- 
tieuse et dont le sérum contenait des agglutinines non complétement 
absorbées en quinze minutes par les hématies de boeuf, les résultats ont 
été absolument concordants, quant au résultat final permettant d’éta- 
blir un diagnostic. Nous ne tenons pas compte des discordances qui 
sont en faveur de notre technique, a savoir, la non-absorption par les 
hématies de boeuf des agglutinines anti-mouton des sérums de maladie 
sérique & des taux ot elles étaient absorbées par la méthode courante 
comportant une heure de contact. En effet, un tel comportement, mis 
A part le cas cité plus haut, permet une différenciation plus aisée des 
agglutinines post-sérothérapeutiques et de celles de la mononucléose 
infectieuse. 


Ajoutons enfin que cette technique peut étre réalisée avec 0,25 cm? de 
sérum au lieu des 0,6 cm’ nécessaires A la technique classique (Série A 
0,05 cm’ de sérum + 1,95 cm’ d’eau physiologique. Série B 0,1 cm% de 
sérum + 0,9 d’antigéne bovin. Série C 0,1 cm’ de sérum + 0,9 cm? de 
rein de cobaye), ce qui permet, en particulier chez l’enfant, une prise de 
sang par petite incision cutanée. Le premier tube des galeries A et C devra 
contenir 0,25 cm’ d’eau physiologique pour obtenir les dilutions initiales 
respectives du 1/40 et du 1/20. 


En résumé, les résultats obtenus par confrontations, portant sur’ 


86 sérums, de la méthode courante d’agglutination de Paul-Bunnell- 
Davidsohn et d’une technique utilisant une petite quantité de sérum, 
ainsi qu’un matériel réduit, et donnant un résultat beaucoup plus 
rapidement, nous laisse & penser qu’il sera possible de l’employer pour 
le diagnostic sérologique de la mononucléose infectieuse. 


L’'ETUDE DU TITRAGE DE LA PENICILLINE : 
METHODE DES DILUTIONS 


par P. BONET-MAURY. 


La pénicilline thérapeutique n’étant pas chimiquement définie et 
renfermant une proportion variable d’impuretés, on est obligé pour 
la titrer d’avoir recours 4 des méthodes biologiques, beaucoup moins 
satisfaisantes que la pesée d’un médicament chimique, comme une 
sulfamide. 

Il en résulte une certaine imprécision, qui tient 4A la nature biolo- 
gique du test employé et que nous avons voulu mesurer. 

Unités. — On exprime lactivité d’une pénicilline en Unité-Ozford ; 
celle-ci malgré ses imperfections se trouve adoptée maintenant comme 
Vunité pratique internationale. Définie & V’origine par rapport A un 


“te 
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étalon arbitraire conservé & Oxford (1), elle a été ensuite considérée 
comme la quantité minima de pénicilline en milligrammes, qui dis- 
soute dans 50 cm* de bouillon nutritif, arréte encore la prolifération 
d’une souche donnée de staphylocoque doré : le titrage s’effectue sim- 
plement par la classique méthode des dilutions. L’unité Oxford est 
définie maintenant par raport A l’étalon international de pénicilline 
pure (sel de sodium) cristallisée (2) ; l’unité Oxford correspond alors 
40,6 you 6 x 10 —7 g. de cette pénicilline. 

La méthode des dilutions permet de titrer une pénicilline, quand on 
ne posséde pas d’étalon, et d’obtenir des titres relatifs, qui sont cn 
général trés voisins des titres absolus, déterminés par comparaison avec 
un étalon ; d’ou l’importance de cette méthode et la fréquerice de son 
utilisation. Différents facteurs, que nous allons passer en revue, 
influencent sa précision. 


A. FAcTEUR MATHEMATHIQUE. — Pour titrer une pénicilline de titre 
inconnu, on en prépare d’abord une solution renfermant un poids 
connu (par exemple: 1 mg./cm*), on forme les dilutions successives 
au 1/10 dans du bouillon et on ensemence avec le staphylocoque étalon. 
Aprés un séjour convenable 4 l’étuve (16 4 24 h.) 4 37°, on observe, en 
général, une série de tubes troubles, succédant A une série de tubes 
limpides ; comme par exemple : 


Concentration C de péni- 


cilline (mg./em*) ... 4 10—140—2 40-3 10-4 40-5 
ROUSSOR ehh c ee oes 0 0 0 0 + + 
Titre T. (Si cette dilution 

est limite : T=“) . 0,02 0,2 2 2 200 2.000un. Oxf./em? 


On voit que la précision d’un tel titrage est trés faible car on sait 
seulement que le titre est compris entre 20 et 200 unités Oxford/ cm%. 
Sa valeur la plus probable, ou titre moyen Tm, est donnée par la 
moyenne arithmétique des valeurs extrémes : 


rap SS = 110 +90 unités Oxford. 
L’écart moyen 
200 — 
En = — ou 90 unités Oxford. 


correspondant 4 une erreur relative de 82 p. 100 sur le titre ainsi 
déterminé. 

Pour augmenter la précision, il faut faire une nouvelle série de dilu- 
tions entre 10—* et 10 ; le rythme et le nombre de ces dilutions cons- 
tituent le facteur mathématique qui fixe la précision maxima que l’on 
peut espérer. Ce facteur n’étant généralement pas pris en considération, 
les rythmes classiquement adoptés ont l’inconvénient de diviser ]’inter- 
valle considéré en tranches inégales ; on adopte souvent par exemple la 


(1) P. Broca, J. Kernaro, J. Nem, La pénicilline. Dosages. Vigot, 


éditeur, 1945. 
(2) Bull. Org. Hyg., 1945-1946, 12. 


suite 12, 1/8, 4/4; Se. kiss ou Abe conc atten Grae 
rence constante : 1, 0,9, 0,8, 0,7, 0,6, etc. Il en résulte que ! : 
dépend de la place ‘de la dilution-limite observée, c vest audi dire, en défi 
tive, du titre de la pénicilline essayée. Peut-on choisir un rythme de dil 
tion plus rationnel, donnant une précision constante et fixée 4 l’avance 
La progression géométrique répond parfaitement a ces conditions. 

Les concentrations des dilutions successives s’obtiennent alors en mul-— : 
tipliant la concentration initiale C par un facteur constant 2, appelé AA: 
_ raison de la progression ; on calcule ainsi Ja suite : ates 


C$ Ca CP Ee So el arth ape eee ee 


Elle comprend (n—1) dilutions entre les deux extrémes C et Cx". La — 
valeur de x se calcule par la formule classique : ; 


mais ici 


dot 


t= 0,4 ¥ 
et en logarithmes, Ue 
4 ene 

lo C= — < 

S10? 7 3 2 


Si la dilution-limite observée correspond par exemple a la concen- 
tration Cx?, alors la concentration-limite la plus probable est égale Ala 
eS 


moyenne : 
Car + Cap +1 aye 
Comme a 
>» 
0,02 
if SS = ; 
4 


le titre Tn Ie plus probable, correspondant a l’observation d’une dilu- 
tion-limite Cx’, sera : " 

0,02 x2 Fe 
Tm = Gop. Cap $1 | 


L’écart moyen 
0,04 : Nom 
; Rgn = Grp — Cup +! =ae 1 i a ; 
et l’erreur relative . = 
E,» 4 —_— Zz a 


Benen ey YOU yeas 


La précision est constante et dépend seulement de z, c’est-a- dire du 
nombre de dilutions insérées entre C et Ca,. Gea 

Inversement on peut se fixer & l’avance une précision (par xem 
5 p. 100 ou 10 p. 100, etc.) et calculer z, puis n au moyen des formules: 
précédentes, 

Dans la pratique n=10 et n=20 constituent deux valeurs commodes. 
On calcule pour n=10, r=0,794, E,=11,1 p. 100 et pour n=20, r=0,891, 


~ > ~ 
eae) OF 


ENO Gon Cues, 
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E,=5,8 p. 100. Pour simplifier les calculs on prépare un tableau du type 
suivant, donnant pour chaque dilution-limite observée le titre moyen 
Tm et permettant la préparation des dilutions. 


Tableau I. — (n. =10; B;—44,4 p. 100). 


Bo! ae ae se o 
Geek. jis ay re 638 os = S 
addy Zas | Sa DS ok Se = 
So oO Pom Zso ie) . 
mae Res AS ee) RO oN 5 a A 
aes Ono See Qe ag I 
RSIS Po aes Pa aos ss as iS 
2 oO Go Sos ste SE fo) =) 
O's & =} rab ag Be re 
e238 a Ss 5 
P N 22,5 25D aon 
1,94 8,0 1,0 1,0 28,4 3,4 bbe) 
6,34 6,3 2a 1,0 36 4,2 11,6 
3,01 5,0 4,0 iO 45 5,0 41,2 
3,98 4,0 5,0 1,0 56,3 6,3 Ging 
3,16 3,2 5,3 4,0 Ihisd: 8,8 41,6 
2,91 Dias 6,5 4,0 90. 40 uA Leaf 
2,00 2,0 7,0 aa) 113 13,0 44,5 
4,59 1,6 1,4 1,0 440 15,0 40,7 
4,26 1.3 Tech 4,0 177 23 43 
40,4 4 8 1,0 225 25 AAA 


L’erreur E, est légérement variable autour de la valeur théorique 
11,1 p. 100 parce que les volumes V ont été arrondis pour permettre un 
pipettage commode ; toutes les manipulations peuvent étre effectuées 
avec un seul type de pipette (10 cm® au 1/10). Les titres T» du tableau 
correspondent 4 J’intervalle choisi, en exemple, c’est-a-dire 10—-* a 
10—* ; pour d’autres on déplace la virgule. Le volume de dilution de 
pénicilline 4 10—* nécessaire pour exécuter toutes les dilutions est de 
36 cm? ; il faut en outre 55 cm® de bouillon et 10 cm* de suspension 
de staphylocoque, dont Ja concentration bactérienne correspond prati- 
quement a une dilution au 1/1.000 d’une culture de vingt-quatre 
heures. On peut naturellement opérer sur des volumes moindres, par 
exemple en utilisant des tubes & hémolyse renfermant 2 cm? de liquide. 
Toutes les valeurs du tableau sont alors divisées par 5. 


B. Facreurs puysiqurs. — I. Mesure des masses et des volumes. — En 
dehors de la préparation des dilutions qui s’effectue classiquement 
(pipettes calibrées séches, changées 4 chaque dilution) la mesure de la 
prise d’essai de la pénicilline doit étre effectuée avec grand soin. La 
pesée porte nécessairement sur de faibles quantités de pénicilline, corps 
hautement hygroscopique et dont le poids a l’air humide varie en quel- 
ques secondes ; c’est une opération trés délicate, source d’erreurs extré- 
mement importantes. Lorsqu’il s’agit d’une solution de pénicilline, la 
mesure est plus facile par pesée ou pipettage. On utilise parfois le 
compte-gouttes ; il doit étre alors étalonné soigneusement avec le méme 
liquide car le poids des gouttes varie avec la tension superficielle et la 
composition du liquide. 

II. Mesure de Vopacité par enregistrement photométrique. — Nous 
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avons admis jusqu’ici que la dilution limite se repérait sans ambiguité, 
c’est-a-dire qu’on passait d’un tube bien limpide & un tube nettement 
trouble ; c’est vrai pour les dilutions trés écartées, mais dés qu’elles 
se resserrent, on observe une variation graduelle de l’opacité. Nous 
avons mesuré, avec notre photocolorimétre absolu l’opacité au bout de 
dix-huit heures, avec l’espoir d’en tirer une méthode photométrique de 
mesure ; mais on constate que si l’opacification est progressive, elle ne 
suit pas une loi simple, reproductible. La photométrie permet seule- 
ment de définir de facon précise la dilution limite : la densité optique 
du bouillon limpide étant de 0,100 environ, on considére qu’une aug- 
mentation de 10 p. 100, soit 0,110, correspond 4 une pousse nette, diffi- 
cilement appréciable a 1’ceil. 3 

L’enregistrement photométrique avec 1’appareil enregistreur de 
Ponét-Maury et Walen, permet de suivre de facon compléte l’évolution 
de l’opacité des tubes au cours d’un titrage et d’en tirer des enseigne- 
ments intéressants. La figure 1 correspond 4 l’enregistrement d’un 
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titrage fait avec une précision de 5,8 p. 100, c’est-a-dire n=20; un 
titrage paralléle en tubes & essai montre au bout de dix-huit heures que 
les tubes 1 et 2 ont poussé, tandis que les tubes 3, 4 et 5 sont restés lim- 
pides. On constate sur la figure qu’il n’existe pas de dilution-limite 
vraie et que, si l’on attend suffisamment, tous les tubes poussent. Ceci 
met en évidence l’imporitance de l’heure de lecture, qui doit étre fixée 
ezactement. On comprend également l’absence de loi simple pour les 
mesures photométriques, traduisant l’opacité de suspensions. en pleine 
signi prise 4 un moment arbitraire de leur évolution, en A, B 
et 'C. 

Dans la figure 2 on a fait varier le nombre de germes ensemencés 
pour la dilution-limite et la suivante. Avec une concentration bacté- 
rienne élevée (10° et 107 par centimétre cube) on retrouve les courbes 
ondulantes déja décrites et caractéristiques de l’action de la pénicilline. 
Il faut noter également que pendant les dix premiéres heures les deux 
courbes semblent pratiquement confondues et ne divergent qu’au bout 
de ce temps, c’est-a-dire au moment de la prolifération post-lytique ; 
c’est en réalité cette prolifération anormale que l’on observe toujours 
dans un titrage par la méthode des dilutions. Si l’on diminue la 
concentration bactérienne les premiéres phases échappent a 1’enregis- 
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trement et on observe seulement la partie finale de la courbe de proli- 
fération post-lytique, dont la forme est parfois tourmentée. La diminu- 
tion de Vinoculat a donc un double effet : retard dans l’apparition de la 
prolifération et augmentation de l’écart entre deux courbes successives. 
_ De examen d’autres enregistrements, obtenus avec des concentra- 
tions en germes élevées (108 4 107 germes par centimétre cube) on déduit 
que le titrage photométrique n’est guére possible qu’au moment du 
premier maximum de la courbe (trois 4 quatre heures), car la prolifé- 
ration est alors stoppée et deux courbes successives se séparent suffisam- 
ment pour que la différence d’opacité soit mesurable, & condition que 
les différences de concentration soient assez grandes. 

Il faut retenir de cette discussion la complexité des phénoménes expli- 
quant les difficultés du titrage photométrique et l’importance pour le 
titrage par dilutions de l’heure d’observation et du nombre des germes 
ensemencés. 


FACTEURS BIOLOGIQUES. — Ils sont bien connus et nous n’y insisterons 
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pas ; il s’agit surtout de la souche microbienne (origine, passé, Age, etc.) 
et du milieu (composition, pH, etc.). I] faut noter que méme en veillant 
avec soin 4 maintenir ces facteurs biologiques constants, il reste une 
certaine variabilité dans les phénoménes observés. Nous avons parfois 
constaté qu’en répartissant dans les fioles du photométre enregistreur 
une méme suspension bactérienne additionnée de pénicilline, on obtient 
des courbes de croissance qui ne sont pas parfaitement superposables ou 
méme peuvent diverger dans la croissance post-lytique ; en l’absence de 
pénicilline, les courbes sont au contraire toujours superposables. On 
observe parfois des inversions, c’est-a-dire un tube clair aprés un tube 
trouble. La récente mise en évidence dans la pénicilline industrielle de 
plusieurs composants dont nous avions supposé l’existence dans une 
précédente communication (3), pour expliquer |’allure complexe de ces 
courbes, est en harmonie avec ces observations. 


REPRODUCTIBILITE DES TITRAGES. — Cependant, malgré ces irrégularités, 
la reproductibilité d’un titrage reste meilleure qu’on ne pouvait ]’espérer 


* (3) P. Bonét-Maury et R. Perautr, ces Annales, 1946, 72, 135. 
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et la répétition d’un dosage de pénicilline, par des observateurs diffé- 


rents, donne des chiffres qui différent généralement de moins de 
10 p. 100 et souvent méme de 5 p. 100 (4). La mesure, par cette méthode 
d’un étalon anglais du Laboratoire d’Oxford, mis a notre disposition par 
M. Levaditi, nous a donné un titre de 155 unités Oxford + 9, alors que 
la valeur réelle était de 160 unités Oxford. Plusieurs pénicillines indus- 
trielles américaines titrant 1.000 unités Oxford par milligramme ont 
donné des titres exacts 4 moins de 6 p. 100. 

Nous avons envisagé jusqu’ici la pénicilline industrielle déja purifiée, 
dissoute dans un milieu simple (tampon, bouillon). Pour la pénicilline 
en milieu complexe (sang, pus, urine et surtout liquides de culture 
du Penicillium), il va s’ajouter de nouvelles causes d’erreur : signalons 
entre autres, le défaut de stérilité du milieu (on peut y remédier 
en ultra-filtrant sur collodion) et la présence d’agents antibactériens. 
C’est ainsi que dans les liquides de culture, la présence de pénicil- 
line B (ou notatine, pénatine, coryllophylline) sécrétée parfois en méme 
temps que la pénicilline et douée d’un pouvoir antibactérien important, 
peut étre la cause d’erreurs trés sérieuses et souvent méconnues. 
R. Pérault (communication personnelle) a constaté que la coryllophylline 
est beaucoup plus thermo-sensible que la pénicilline et qu’un chauffage 
a 70° durant une minute permet d’effectuer, en général, des titrages 
corrects de pénicilline en présence de coryllophylline. Dans quelques 
rares cas, pour certains jus, on observe cependant une chute de 15 a 
20 p. 100 du titre de pénicilline due au chauffage. 

Dans les jus bruts de pénicilline, ces deux causes d’erreurs princi- 
pales étant écartées, on obtient une reproductibilité et une précision de 
l’ordre de 10 p. 100 au moins. 


Conciusion. — L’étude de la méthode des dilutions pour le titrage de 
la pénicilline montre qu’il existe, A cété de facteurs biologiques, des 
facteurs mathématiques (rythme des dilutions) et physiques (mesure des 
masses et volumes, opacité) dont il faut tenir compte. L’enregistrement 
photométrique met en évidence l’importance de l’heure de lecture et 
celle du nombre de germes ensemencés ; il traduit une certaine insta- 
bilité des courbes de croissance observées, due au fait qu’il s’agit en 
réalité d’une prolifération post-lytique, dont nous avons, déj& sone 
le caractére irrégulier. 

En opérant convenablement, la méthode des dilutions donne des résul- 
tats corrects 4 6 p. 100 prés et en tous cas au moins a 11 p. 100 


(Institut Alfred-Fournier. Service de Chimiothérapie.) 


(4) Pour létablissement de l’étalon international l’écart entre les titrages 
de huit laboratoires n’a pas, pour la méthode de dilution, dépassé 4 p. 100. 
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NOTES DE LABORATOIRE 


TECHNIQUE SIMPLIFIEE DE CENTRIFUGATION 
SUR LAMELLE 
par F. TISON, 


Les différents procédés de centrifugation directe sur lame ont pour 
but d’éviter la manipulation d’un culot de centrifugation dont le volume 
est minime et de permetire son examen intégral. 

I] s’agit d’exposer ici une méthode simple, ne nécessitant pas d’appa- 


Fic. 4. Fic. 2. 


reils spéciaux et pouvant s’appliquer 4 tous les modéles de centrifu- 
geuses. Ceci semble particuligrement précieux 4 une époque ou tout 
appareillage est difficile 4 se procurer. 

Le produit 4 centrifuger est disposé dans un tube ordinaire au fond 
duquel quelques centimétres cubes de mercure serviront de « fond plat ». 
Quelle que soit la vitesse de rotation, le dioptre en reste exactement 
perpendiculaire 4 l’axe de gravité et la lamelle ronde qu’il supporte 
recoit sur sa surface supérieure les particules lourdes, également répar- 
ties (fig. 1). 

Apres centrifugation prolongée, une inclinaison du tube (fig. 2) 
permet de prélever la lamelle et de la fixer. 

Collée sur une lame ordinaire 4 l’aide d’une goutte de baume de 
Canada et séchée a 1’étuve, la préparation peut subir toutes les colora- 
tions utiles. Le mercure, lavé 4 ]’eau, puis a l’alcool est débarrassé par 
la chaleur séche de tout produit organique. 

Pour le volume habituel de liquide 4 centrifuger le tube ordinaire de 


19. mm. de diamatre lentes et les lamell 
- viennent parfaitement bien. Pet iy fn 
Les services rendus par cette technbine peer faction lid 
ressants dans la recherche des bacilles de Koch dans les liquides 
rachidiens, les liquides pleuraux, ou dans les émulsions dan 
physiologique d’un prélévement 4 1l’écouvillon (bronchosc 


(Travail du Laboratoire central des villages. ibis oe 
de haute altitude, Praz-Coutant.) Fie, 
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Cultures de tissus appliquées a la solution de problém 
immunologiques. III. Nouvelies recherches sur le aia: 
des macrophages in vitro, par FE. Lasrarcurs et A Dezau 


<> 


4 
a 
4 
+ 
Al 
) 
: 


aa 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 975 


Séance du 2 mai 1946. 


Présidence de M. NEGRE. 


COMMUNICATIONS 


LA CLASSIFICATION DU BACILLE PESTEUX 
(YEASINIA gen. nov-) 


par J. J. van LOGHEM. 


La cinquiéme édition du Bergey’s Manual a introduit dans la nomen- 
clature une nouvelle famille, les Parvobacteriacew, récemment proposé: 
par Rahn (1). Elle est formée par trois genres : Pasteurella, Brucella et 
Hemophilus, et, comme son nom l’indique, elle est caractérisée par 
l’extréme petitesse des germes qui la composent. 

A propos de cette nouvelle classification, il y a peut-étre lieu de se 
demander si le bacille pesteux et le bacille de la pseudo-tuberculose des 
rongeurs doivent bien étre considérés comme deux espéces différentes 
du genre Pasteurella. Le seul fait que ces deux bacilles sont de dimen- 
sions normales constitue déja une objection a leur classification parmi 
les microbes exceptionnellement petits. Je rappellerai en outre que le 
bacille pesteux ne différe pas des Pasteurella uniquement par ses dimen- 
sions : l’analogie de la coloration bipolaire est également de valeur dou- 
teuse ; la bipolarité du bacille pesteux est d’une extréme irrégularité, sa 
partie non colorée étant souvent plutdt longitudinale que transversale. 
Je n’insisterai pas sur les autres différences : morphologie des colonies, 
propriétés biochimiques et composition antigénique ; elles sont connues 
de tous ceux qui se sont occupés de la question (2). Mais pour toutes ces 
raisons, je proposerai de réunir le bacille pesteux et celui de la pseudo- 
tuberculose des rongeurs dans un nouveau genre nommé Yersinia, en 
Vhonneur d’Alexandre Yersin. 


(Institut d’Hygiéne de l’Université d’Amsterdam.) 


(1) O. Rann, Zentralbl. Bakt., I, 1937, 96, 273. 
(2) J. J. Van Locuem, Antonie van Leeuwenhoek, 1944-1945, 410, 15. 
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LE VIBRION EL TOR ISOLE A LA MECQUE 


par J. J. van LOGHEM. 


En 1905 & l’occasion d’un examen systématique exécuté dans le campe- 
ment quarantenaire prés de Tor, village de la presqu’ile du Sinai, 
F. Gotschlich (1) a isolé plusieurs vibrions. 

Un de ces vibrions s’est révélé difficile & classer. Il montrait toutes les 
propriétés qui dans ce temps 1a étaient considérées comme caractéris- 
tiques du Vibrio comma, y compris l’agglutinabilité par un sérum cho- 
lérique. D’autre part, il ne se rencontrait que chez des sujets sains ou 
chez des malades souffrant d’une autre maladie que le choléra. Plus 
tard nous avons bien appris a distinguer le Vibrio el Tor du vibrion 
cholérique. I] est vrai que leur composition antigénique nous parait 
identique (groupe I de Gardner), ainsi que leur place dans le groupe- 
ment de Heiberg. Mais le pouvoir hémolytique du Vibrio et Tor (qu’i! 
ne faut pas confondre avec le pouvoir hémo-digestif (2) que posséde 
aussi le vibrion cholérique) sa toxicité et sa thermo-tolérance dans les 
épreuves sérologiques (3) sont caractéristiques. 

Au début, la question de la distribution du Vibrio el Tor sembla pur?- 
ment académique. Les porteurs du Vibrio el Tor, venus de la Mecque, 
étaient des pélerins sains, participant 4 un pélerinage qui était exempt 
de choléra, Cependant le gouvernement des Indes Néerlandaises chargea 
le docteur Abdoel Rachman, médecin de la Légation 4 la Mecque, de 
dépister le Vibrio el Tor en Terre Sainte. Le docteur Abdoel Rachman 
qui s’était préparé & cette tache dans mon laboratoire, réussit bientdét. 
Il nous envoya 25 souches de vibrions, toutes isolées de déjections 
humaines et d’eau de source. Un de ces vibrions, qui furent étudiés 
dans mon laboratoire par le docteur F. H. Meyer (4), se comportait 
comme un Vibrio el Tor « spécifique ». Cette souche avait été isolée de 
la source Zam-Zam A la Mecque. 

Ce qui sembla d’abord n’étre qu’une curiosité scientifique fut bientét 
justifié par des faits. Le Vibrio el Tor quoique en général microbe com- 
mensal ou saprophyte innocent, peut changer de virulence et provoquer 
une entérite cholériforme. En 1937 le docteur de Moor, chef du labora- 
toire gouvernemental & Macassar (Célébes), isola des vibrions trés sus- 
pects 4 l'occasion d’une petite épidémie d’une maladie ressemblant au 
choléra, étudiée par lui dans quelques villages et sur une petite fle du 
voisinage de Macassar. 

A sa demande j’ai comparé (5) quelques-unes de ses souches avec les 
souches du Vibrio el Tor spécifique de la collection de mon institut 
(provenant de Gotschlich et de Doorenbos) et j’ai pu confirmer qu’elles 


(1) F. Gotscuuicn, Zeitsehr. Hyg., 1906, 53, 201. 

(2) J. J. Van Locuem, Centralbl. Bakt., 1913, 70, 70. 

(3) R. Gispen, ces Annales, 1939, 63, 293. 

(4) F. H. Meyer, Thése, Université Amsterdam, 1939. 

(5) J. J. Van Locuem, Bull. Off. int. Hyg. publ., 1938, 30, 1520 et C. F. pe 
Moor, Acta conventus III de tropicis atque malaris morbus I, 1939, 488. 


a tom alas 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 977 


sont bien identiques a celles-ci. Le vibrion des Célébes est exohémolytique 
pour les globules reuges de chévre, toxique pour le rat blanc, il donne 
une réaction positive par la méthode de Voges-Proskauer, et il est 
agglutinable par les ssrums O du groupe I de Gardner, et apres chauf- 
fage a 56-57° pendant trois heures [méthode de Gispen] (8). 

Un _ bactériologiste qui se voit placé devant la détermination d’un 
vibrion isolé d’un cas d’entérite cholériforme porte une grande respon- 
sabilité. Si le vibrion cholérique et le Vibrio el Tor ne sont pas iden- 
tiques, il est évident que le choléra et Ventérite due au Vibrio et Tor, 
ne le sont pas non plus. La reconnaissance de ce dualisme est d’une 
conséquence trés sérieuse en ce qui concerne l’application de la 
convention sanitaire. 


(Institut d’Hygiéne de lUUniversité d’Amsterdam.) 


LE PROTEUS ANINDOLOGENES ET SON FACTEUR X 


par J. J. van LOGHEM. 


En 1905, j’ai isolé des urines d’un malade diabétique présentant de 
la pneumaturie, un Profeus qui se distingue du Proteus vulgaris par 
les caractéres suivants : il ne produit pas d’indol et ne fermente ni le 
maltose, ni le saccharose ; sa composition antigénique est complexe et 
montre une certaine variabilité et plusieurs constituants communs 
avec le Proteus vulgaris, bien que la comparaison d’une série de sou- 
ches de ce Proteus et d’une série de souches de Proteus vulgaris, per- 
mette de constater une distinction sérologique assez nette. J’ai proposé 
de nommer le Proteus isolé de notre malade Proteus anindologenes, 
dénomination qui met l’accent sur sa différence la plus caractéristique 
avec le Proteus vulgaris de Hauser, qui produit de l’indol. Il n’est pas 
impossible que le Proteus anindologenes soit identique au Proteus 
mirabilis de Hauser ou a l’Ureobacillus liquefacieéns de Krogius ; mais. 
étant donné la description incertaine de ces deux hacilles, je préfére 
maintenir le nom de Proteus anindologenes. 

Ce Proteus est trés répandu dans la nature. Il semble plus apte que 
le Proteus vulgaris (indologéne) au commensalisme et 4 1’infection 
commensale. Nous l’avons trouvé dans J’intestin de nourrissons sains, 
surtout chez ceux qui recoivent un allaitement artificiel (1), dans des 
abcés abdominaux et thoraciques et dans les urines de malades atteints 
de cystite. Ces données ont été confirmées par plusieurs de mes éléves, 
par Moltke, Taylor et d’autres auteurs. 

Le matériel pathologique de choix pour la recherche de nctre Proteus 
est le pus nauséabond des enfants souffrant d’otite purulente ; on le 
trouve également dans des cas d’ozéne. 

La recherche de la réaction de Weil-Felix chez les typhiques a donné 
un nouvel intérét au Proteus anindologenes. Le Proteus X de 


() J. J. Van Locuem, Zentralbl. Bakt., 1919, 82, 449. 
Annales de l'Institut Pasteur, t. 72. n°* 14-412, 1946. 63 
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Kingsbury, c’est-a-dire le bacille qui est agglutiné par Je sérum des 
malades atteints de scrub-typhus, n’est autre que notre Proteus anin- 
dologenes, Aussi l’avons-nous étudié au point de vue spécial de ia 
réaction de Weil-Felix. Disposant de sérums de scrub-typhus (que nous 
dimes d’abord a l’amabilité de nos collégues Kouwenaar et Wolff du 
Laboratoire de Pathologie de Medan (Sumatra), puis a celle du docteur 
Fulton A Londres), nous avons soumis une collection de Proteus anin- 
dologenes fraichement isolés 4 l’action de ce sérum (2). Toutes nos 
souches, sauf le véritable X-Kingsbury de Malacca, avaient été isolées 
chez des malades en Hollande, c’est-’-dire qu’elles étaient sans aucune 
relation avec le typhus. Le résultat fut trés net. Dans nos expériences, 
le facteur X se montra d’une variabilité tout 4 fait typique : 4 cété de 
souches nullement agglutinables, nous trouvames des souches qui 
l’étaient plus ou moins et des souches qui ne se distinguaient pas de 
la souche témoin, le Proteus X de Kingsbury. I! est donc évident que le 
facteur X-K est un constituant odinaire, mais variable, du Proteus 
anindologenes. 

Il nous semble que ce résultat tranche la question du facteur X, qui, 
chez le Proteus X 19 n’était pas encore résolue. C’est seulement « par 
hasard » que les Rickettsie et les Proteus ont des constituants com- 
muns. Toute hypothése admettant une certaine relation étiologique 
entre les Proteus et les maladies typhiques est superflue. 

Pour terminer, citons encore un fait curieux qui, indépendamment 
de nous, 4 été également constaté par le D™ Esseveld 4 Medan. Parmi 
les souches indologénes de Proteus vulgaris classiquement isolées en 
Hollande, nous en avons trouvé plusieurs qui sont agglutinées par les 
sérums de scrub-typhus d’une maniére si compléte qu’elles pourraient 
servir & l’examen courant des sérums de malades suspects de s-rub- 
typhus. Ce résultat constitue une nouvelle preuve que, dans la struc- 
ture antigénique des représentants du genre Proteus, le facteur X 
représente un élément ordinaire. 


Unstitut d’Hygiéne de VUniversité d’Amsterdam.) 


LE STAPHYLOCOQUE DORE DANS LE NEZ SAIN 
ET LES AGGLUTININES NATURELLES 


par J. J. van LOGHEM. 


La présence fréquente du Staphylococcus aureus dans le nez sain, 
démontrée par maints auteurs, a provoqué une certaine inquiétude 
chez les cliniciens. Nous avons confirmé cette présence en examinan+ 
plus de 1.500 personnes, et nous avons trouvé, chez les différenis 
groupes, des pourcentages variant entre 36 et 64. 

La premiére question qui se pose est celle de l’identité du staphylo- 


(2) J. J. Van Locuem et I. J. Lz rea pE Bussy, Ned. Tijdschr. v. 
Geneesk., 1939, 83, 6012. 
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coque commensal et du staphylocoque pathogéne. Nous avons constaté 
que les souches commensales ne pouvaient se distinguer bactériologi- 
quement des souches issues de produits pathogénes ; ]’examen portant 
sur du pigment, de l’hémolysine, de la coagulase, de la toxine et l’élude 
de la structure antigénique ne révélérent aucune différence. 

Nous disposons de données épidémiologiques relatives A une sage- 
femme bien portante, porteuse de staphylocoques dorés dans le nez, 
qui, au cours d’une année, infecta de nombreux nourrissons. Ainsi, 
entre le 16 décembre 1940 et le 21 janvier 1941, 11 enfants furent atteints 
d’impetigo bullosa. Plus tard, quand elle se fut rendu compte du 
danger qu’elle constituait, elle ne provoqua d’infections qu’A des inter- 
valles trés éloignés. 

Ii semble que pendant les années de guerre la question de l’identité 
du staphylocoque commensal et du staphylocoque pathogéne ait été 
tranchée par les travaux de Eisk et autres. L’analyse des staphylocoques 
au moyen du bactériophage a révélé que le staphylocoque du nez sain 
peut causer des épidémies de staphylococcie. 

L’étude de ce staphylocoque commensal nous a conduit a celle des 
agglutinines naturelles. 

Depuis des années nous nous occupons de ces agglutinines chez 
Vhomme et les animaux de laboratoire (chévre, cobaye, lapin et surtout 
poule) pour des bacilles divers [coli, bacilles dysentériques, becille de la 
pseudo-tuberculose des rongeurs, et Proteus] (1). Notre hypothése de 
travail était que la symbiose des microbes commensaux de l’homme est 
un fait physiologique auquel l’organisme répond par la formation 
d’anticorps ; en d’autres termes, que les maladies de l’enfance causées 


-par les microbes parasites ont une analogie physiologique avec |’inva- 


sion normale par des commensaux. Les travaux de Glimstedt ‘semblent 
venir 4 l’appui de cette hypothése. Les expériences de cet auteur sur des 
animaux élevés dans des conditions de compléte stérilité bactériologique 
paraissent montrer que les mécanismes de résistance cellulaire se déve- 
loppent a la suite d’excitations physiologiques causées par des antigénes 
bactériens. 

Les agglutinines naturelles pour le staphylocoque sont bien déve- 
loppées chez le lapin. Ce fait a déja été constaté par Noguchi et 
par Giessen. 

La premiére chose que nous avons nous-méme étudiée, c’est le déve- 
loppement de ces agglutinines depuis la naissance de ]’animal. Chez des 
individus trés jeunes (nous n’avons pas examiné d’animaux au-dessous 
de cing semaines), les anticorps manquent en général ; 'e sérum des 
lapins demi-adultes a un titre faible, tandis que celui des animaux 
adultes atteint 1/1.000 et plus. 

La seconde question que nous avons envisagée est celle de la spécifi- 
cité des agglutinines antistaphylococciques naturelles. Nous avons 
confirmé ce que l’on savait déja: leur spécificité est relative, en. ce sens 
qu’elles montrent, en général, une affinité tres prononcée contre une 
bactérie spéciale, mais également une affinité plus faible pour d’autres 
espéces. 

En employant la méthode de saturation de Castellani et en comparant 


(1) J. J. Van Locuem, ces Annales, 1937, 58, 609. J. Reurinx, Thése Université 
d@Amsterdam, 1941. 
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Vaffinité des agglutinines naturelles pour des staphylocoques dorés 
commensaux et pathogenes, des souches de colibacilles et de bacilles 
dysentériques Flexner et Sonne, nous avons obtenu les résultats dont 
voici un exemple. 

Un sérum de lapin agglutinant des staphylocoques dorés au titre de 
1/1.000, un bacille de Flexner au titre de 1/500, un bacille de Sonne au 
titre de 1/500 et un colibacille au titre de 1/1000, fut saturé séparément 
par des suspensions de ces différents germes et examiné de nouveau 
quant a son pouvoir agglutinant pour chacun d’eux. La saturation 
par les staphylocoques enléve toutes les agglutinines pour les staphy- 
locoques ; elle diminue plus ou moins celles pour les bacilles dysen-_ 
tériques, un peu plus celles pour le coli. En d’autres termes, on observe 
une spécificité prononcée, mais pas absolue. On obtient un résultat 
analogue apres saturation par les autres antigénes : la saturation 
par le bacille de Flexner ou par le bacille de Sonne enléve complétement 
les agglutinines pour ces bacilles, sans influencer beaucoup l’aggluti- 
nation des autres germes ; la saturation par le colibacille diminue 
surtout le titre pour le bacille de Flexner. 


EC a RR A RR ER ESD, 2 SAE A SR EA BS EE NE SRY 


AGGLUTINATON APRES SATURATON PAT 
Staphylocoque | Flexner Sonne Coli | 
a5 P Staphylococcus aureus. 1.000 1.000 | (4 000 4.000 
SealAcaties oa) lexper ne ater taa 500] 400 350 | (50) 
naturelles pour SOMUG 5h Whe seed 500 (500) 500 (250) 
(OG) Ire ss AUNeN Ie SI airs 1.000 50 (500) | (4.000) 


Notre hypothése de travail, que les agglutinines naturelles se 
manifestent comme une réponse a la résorption d’antigénes divers et 
qu’elles font partie d’un appareil de résistance humorale et cellulaire 
se développant dés la naissance par réaction avec la symbiose micro- 
bienne naturelle, s’oppose 4 l’hypothése de Hirszfeld, qui veut que 
les anticorps naturels se développent spontanément et sdient caracté- 
ristiques de l’espéce. 

Les expériences de mes collaborateurs et de moi-méme, montrant le 
développement des agglutinines naturelles pendant la jeunesse et leur 
spécificité, ne constituent pas un résultat définitif. Cependant elles 
viennent 4 l’appui de la théorie qui veut que, dés sa naissance, 
Vorganisme humain et animal commence sa lutte contre un grand 
uombre de microbes commensaux et parasites, et que les anticorps 
naturels. représentent des armes fabriquées et aiguisées au cours de 
sa vie par l’organisme lui-méme. 


(Institut d’Hygiéne de VUniversité d’Amsterdam.) 
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